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Mounting evidence suggests that Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is involved in the 
pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD). HSV-1 is a neurotropic virus that remains latent in 
host neurons and it is the most common cause of sporadic viral encephalitis. Epidemiological 
analyses have shown that HSV-1 is a risk factor for AD in people with at least one type 4 
allele of the apolipoprotein E gene. Recent studies have also suggested that HSV-1 contributes 
to the appearance of the biochemical anomalies characteristic of AD brains. In addition, 
autophagic activity appears to be reduced with ageing, and the final stages of autophagy in 
neurodegenerative process appear to be impaired. Autophagy is a homeostatic process involved 
in the turnover or elimination of cytoplasmic components, damaged organelles and protein 
aggregates via a lysosomal degradation mechanism. HSV-1 can modulate the autophagic 
process through a mechanism mediated by the viral protein ICP34.5. In this thesis, we report 
that HSV-1 induces a strong increase in GFP-LC3 and endogenous LC3 lipidation, and 
triggers the accumulation of intracellular autophagic compartments, mainly autophagosomes, 
without enhancing autophagic long-lived protein degradation in the late stages of infection. 
This effect is mediated by blocking the fusion of autophagosomes with lysosomes. Moreover, 
HSV-1 provokes the strong intracellular accumulation of both the main species of β-amyloid 
(Aβ) in the autophagic compartments and that it is associated with a marked inhibition of Aβ 
secretion. However, autophagy is not functionally involved in the Aβ accumulation induced 
by HSV-1 infection. Autophagosomes containing Aβ failed to fuse with lysosomes in HSV-1 
infected cells, indicating the impaired degradation of Aβ localized in the autophagic vesicles. In 
addition, HSV-1 infection was associated with the increase of gamma-secretase activity and the 
inhibition of the non-amyloidogenic pathway of APP processing. Finally, our results indicate 
that oxidative stress, one of the earliest events in AD pathogenesis, exacerbates the effects of 
HSV-1 on APP processing and accumulation of autophagosomes. Taken together, these data 
suggest that HSV-1 infection deeply controls the autophagic pathway and APP processing. The 








2.1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
2.1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES.
En su informe del primer caso de la enfermedad de Alzheimer (EA) en 1907, Alois Alzheimer 
describió las dos lesiones histopatológicas que han permanecido como marcas características 
diagnósticas de la enfermedad (Alzheimer, 1907). La primera lesión, los ovillos neurofibrilares, se 
localiza dentro de las neuronas afectadas y, posteriormente, se comprobó que estaban compuestos 
mayoritariamente por la proteína asociada a microtúbulos tau anormalmente hiperfosforilada 
y agregada en filamentos helicoidales apareados (PHFs). La segunda lesión, denominada 
placa senil, consiste en acúmulos de material extracelular intercalado con axones y dendritas 
generalmente hinchados o atróficos. Estos depósitos extracelulares fueron identificados cincuenta 
años después como un tipo específico de amiloide compuesto por agregados fibrilares del péptido 
β-amiloide (Aβ) (Glenner and Wong, 1984; Masters and Beyreuther, 2006). El péptido Aβ se 
genera a partir del procesamiento proteolítico de la proteína precursora del péptido β-amiloide 
(APP) y se identificó como un polipéptido de 40-43 aminoácidos cuyas funciones biológicas 
aún son desconocidas (Pearson and Peers, 2006; Small y cols., 2001). En el estado oligomérico 
patológico, el péptido Aβ ejecuta un conjunto de acciones citotóxicas consideradas importantes 
en la evolución de la neurodegeneración de la EA (LaFerla y cols., 2007; Selkoe, 2001).
La EA es la forma más común de demencia afectando a más del 25% de la población 
mayor de 80 años (Evans y cols., 1989; Ferri y cols., 2005). Es un proceso neurodegenerativo, 
progresivo e irreversible, que se caracteriza principalmente por una masiva pérdida neuronal y 
la alteración de los procesos sinápticos localizados en la corteza cerebral, particularmente en 
los lóbulos frontal y temporal, y en el hipocampo. Los síntomas clínicos más característicos 
son la pérdida progresiva de la memoria, alteraciones en el comportamiento y la pérdida de 
la habilidad motora (apraxia), del lenguaje (afasia) y de la percepción de la realidad (agnosia) 
(McKhann y cols., 1984).
A pesar de la intensa investigación dedicada al esclarecimiento de los mecanismos causantes 
de la EA, estos son hasta el momento desconocidos. Tan sólo se conoce la causa de un porcentaje 
inferior al 1% de los casos. Es la denominada EA familiar que presenta un patrón de herencia 
autosómico dominante y una aparición temprana de los síntomas, generalmente antes de los 
65 años de edad. Es una enfermedad monogénica asociada, en la mayoría de los casos, a la 
presencia de mutaciones en el gen de la presenilina 1 (PS1) (Sherrington y cols., 1995), y en 
menor medida a mutaciones en los genes de la la presenilina 2 (PS2) (Levy-Lahad y cols., 1995) 
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y APP (Goate y cols., 1991). Todas estas mutaciones incrementan la producción del péptido Aβ 
de 42 aminoácidos (Scheuner y cols., 1996).
El resto de los casos, denominados EA esporádica, presenta una compleja interacción entre 
factores de susceptibilidad genéticos y ambientales siendo el principal factor de riesgo de EA el 
alelo 4 del gen de la apolipoproteína E (APOE-ε4) (Corder y cols., 1993; Poirier y cols., 1993). 
Este riesgo es dependiente de la dosis alélica (Saunders y cols., 1993) y, además, puede anticipar 
la edad de aparición de los síntomas de la enfermedad (Corder y cols., 1993). Sin embargo, la 
presencia del alelo apoE-ε4 no es necesaria ni suficiente para el desarrollo de la enfermedad 
(Richard and Amouyel, 2001).
Entre los factores no genéticos se encuentran la edad avanzada, debido a que el envejecimiento 
se reconoce como uno de los pasos previos al daño neuronal (Amaducci and Tesco, 1994), el 
sexo femenino (Fischer y cols., 1991), la existencia de traumatismo craneal severo con pérdida 
de conocimiento (Graves y cols., 1990), las enfermedades cardiovasculares y factores de riesgo 
asociados a las mismas tales como hiperlipidemias o diabetes (Breteler, 2000) y las infecciones 
virales.
2.1.2. LA PROTEÍNA APP: FUNCIÓN, PROCESAMIENTO Y GENERACIÓN DEL 
PÉPTIDO Aβ. 
APP, APLP1 y APLP2 (proteínas similares al APP 1 y 2) conforman la familia de proteínas 
APP de mamíferos. Son proteínas integrales de membrana de tipo 1 con un único dominio 
transmembrana, un largo dominio extracelular N-terminal y un dominio citoplasmático 
C-terminal (De Strooper and Annaert, 2000). 
El gen APP está localizado en el cromosoma 21 y tiene una expresión ubicua 
(Schmechel y cols., 1988). El precursor del mRNA es procesado mediante splicing alternativo 
dando lugar a las tres isoformas mayoritarias de la proteína denominadas APP770, APP751 y 
APP
695
, en relación al número de aminoácidos que contienen (Kitaguchi y cols., 1988). En el 
cerebro se produce mayoritariamente la isoforma de 695 aminoácidos (Tanaka y cols., 1989) y, 
por lo tanto, es la que ha sido objeto de un mayor estudio en las investigaciones de la EA. 
Desde el descubrimiento de la proteína APP (Kang y cols., 1987) se le han atribuido 
numerosas funciones fisiológicas en el sistema nervioso central. Distintos estudios han 
demostrado la implicación del APP en interacciones célula-célula (Schubert y cols., 1989) o 
célula-matriz extracelular (Sabo y cols., 2001; Soba y cols., 2005). También se le ha asignado 
funciones de receptor, contribuyendo a la transducción de señales mediante su asociación 
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con proteínas heterotriméricas que unen GTP (Nishimoto y cols., 1993). Por otra parte, se le 
ha atribuido un papel importante en el desarrollo cerebral ya que el APP se expresa en altas 
concentraciones en la glía radial, células que actúan como guías de las neuronas hacia su 
correcta posición en la corteza embriónica (Trapp and Hauer, 1994), y estudios in vivo han 
adjudicado al APP un papel en la morfogénesis neuronal así como en la formación de sinapsis 
funcionales (Leyssen y cols., 2005; Priller y cols., 2006). Además, en el cerebro adulto, el 
APP se expresa en niveles elevados en aquellas regiones que tienen una mayor modificación 
sináptica (Ouimet y cols., 1994) y se ha demostrado su participación en el proceso de formación 
de la memoria (Huber y cols., 1993; Zheng y cols., 1996; Mileusnic y cols., 2000).
La proteína APP se localiza en la membrana plasmática (Kinoshita y cols., 2003), pero también 
en membranas intracelulares de la red de Golgi (Xu y cols., 1995), el retículo endoplásmico 
(RE) (Mattson y cols., 2001) y en membranas lisosomales (Tagawa y cols., 1992), endosomales 
(Kinoshita y cols., 2003) y mitocondriales (Mizuguchi y cols., 1992), por lo que es procesada 
en distintos compartimentos. En células de mamífero, la proteína APP madura a través de la ruta 
secretora constitutiva, siendo modificada postraduccionalmente mediante N- y O- glicosilación, 
fosforilación y sulfatación en residuos de tirosina (Weidemann y cols., 1989). Solamente una 
pequeña fracción de las moléculas de APP recién sintetizadas están presentes en la membrana 
plasmática, el resto se localiza mayoritariamente en el Golgi (Gandy y cols., 1994). Una vez en 
la membrana celular, la proteína APP puede ser reinternalizada a compartimentos endosomales/
lisosomales a través de vesículas revestidas de clatrina y, desde aquí, reciclada a la superficie 
celular o transportada a lisosomas donde es degradada (Haass y cols., 1992a). 
El péptido Aβ se origina por el procesamiento proteolítico de APP (Kang y cols., 1987) y 
es producido durante el metabolismo constitutivo de la célula (Haass y cols., 1992b). Existen 
dos rutas principales de procesamiento de la proteína APP con la intervención de tres enzimas 
denominadas α-secretasa, β-secretasa y γ-secretasa (en la figura I.1 se muestra un esquema de 
las dos vías de procesamiento de APP). Varios miembros de la familia de proteínas adamalisina o 
ADAMs (desintegrinas y metaloproteinasas) actúan como α-secretasas, entre las que se incluyen 
ADAM 17 (también llamada TACE o convertasa del factor α de necrosis tumoral), ADAM10 y 
ADAM 9 (Asai y cols., 2003). La actividad α-secretasa se localiza principalmente en la membrana 
plasmática celular (Sisodia, 1992). Las enzimas β-secretasas han sido identificadas como aspartil 
proteasas asociadas a membrana, especialmente en la red trans-Golgi (von Arnim y cols., 2006) 
y endosomas (Capell y cols., 2000), y se han denominado BACE1 y BACE2 (proteasa que corta 
en el sitio β de la proteína APP) (Farzan y cols., 2000; Vassar, 2004). Finalmente, la actividad 
γ-secretasa es llevada a cabo por un complejo con actividad enzimática intramembrana formado 
por cuatro componentes: PS-1 o PS-2, que poseen la actividad catalítica, nicastrina, APH-1 
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(anterior pharynx defective-1) y PEN-2 (presenilin enhancer 2) (Kimberly y cols., 2003). 
La actividad γ- secretasa ha sido detectada en distintas localizaciones celulares incluyendo 
la membrana plasmática y endosomas tempranos (Runz y cols., 2002), endosomas tardíos y 
vesículas autofágicas (Yu y cols., 2005; Yu y cols., 2004b) y lisosomas (Pasternak y cols., 
2003).
La ruta predominante de procesamiento de APP es la denominada no amiloidogénica. Esta 
vía excluye la generación del péptido β-amiloide (Selkoe, 1991). Concretamente, la proteína 
APP es procesada por la enzima α-secretasa dentro de la secuencia del péptido Aβ, causando la 
secreción del dominio N-terminal, denominado APP soluble α (sAPPα) (Allinson y cols., 2003). 
El fragmento C-terminal resultante de 83 aminoácidos (C83 o α-CTF) permanece anclado en 
la membrana y, a continuación, es procesado por la enzima γ-secretasa generando un pequeño 
péptido denominado p3 (Haass y cols., 1993) y un fragmento intracelular de APP denominado 
AICD o γ-CTF (Haass y cols., 1993). 
La segunda ruta es la vía amiloidogénica en la que se genera el péptido Aβ por la acción 
secuencial de dos proteasas (Haass, 2004). El corte inicial, llevado a cabo por la enzima 
β-secretasa en el extremo N-terminal de la secuencia de Aβ, conlleva la liberación del fragmento 
APP soluble β (sAPPβ) y la generación de un fragmento C-terminal anclado en la membrana 
de 99 aminoácidos denominado C-99 o β-CTF (Vassar, 2001). Finalmente, el procesamiento de 
C99 por el complejo enzimático de la γ-secretasa produce el péptido Aβ y el fragmento γ-CTF 
(Gandy, 2005). La ruta amiloidogénica genera principalmente dos especies de péptidos Aβ: 
una de 40 (Aβ40) y otra de 42 (Aβ42) aminoácidos. Aunque la especie más abundante es Aβ40 
(aproximadamente el 90%) y, ambas especies son neurotóxicas e insolubles, el péptido Aβ42 se 
agrega con mayor facilidad y, por tanto, es más proclive a la formación de las placas amiloides 
(Iwatsubo y cols., 1994).
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Figura I.1. Esquema del procesamiento proteolítico de la proteína APP.
2.1.3. EL PÉPTIDO Aβ INTRACELULAR.
Inicialmente, el péptido Aβ fue identificado como un componente de las placas amiloides 
extracelulares (Glenner and Wong, 1984). Posteriormente, un gran número de estudios han 
demostrado la presencia de Aβ intraneuronal en cerebros de individuos controles y de pacientes 
de EA y síndrome de Down, así como en cerebros de ratones trangénicos de APP humano 
(Grundke-Iqbal y cols., 1989). La acumulación y la agregación del péptido β-amiloide en el 
cerebro son considerados los eventos centrales de la patogénesis de la EA constituyendo la 
denominada hipótesis amiloide de la EA (Hardy and Selkoe, 2002). En los últimos años, distintos 
estudios han sugerido que la acumulación del péptido Aβ intracelular podría ser un marcador 
temprano característico de la EA (LaFerla y cols., 2007), precediendo a la formación de los 
depósitos extracelulares de Aβ, y que la oligomerización de Aβ podría desembocar en la muerte 
neuronal característica de la misma (Li y cols., 2007; Cappai and Barnham, 2008). Además, se 
ha establecido que la mayor parte del péptido Aβ acumulado en las neuronas corresponde a la 
especie de 42 aminoácidos, que es la más amiloidogénica y neurotóxica (Gouras y cols., 2000; 
















La generación de Aβ tiene lugar en diferentes orgánulos celulares. Así, la gran mayoría del 
péptido Aβ se produce en la membrana plasmática, el RE y el sistema de Golgi y es secretado 
de forma constitutiva a través de la vía secretora (Busciglio y cols., 1993) . La proteína APP que 
no se procesa en la membrana plasmática es reinternalizada en endosomas tempranos donde se 
encuentra la actividad β-secretasa que genera el fragmento β-CTF (Golde y cols., 1992). Este 
fragmento puede ser devuelto al RE o a la membrana plasmática, donde es procesado por la 
γ-secretasa generando el péptido Aβ, o puede ser procesado en el sistema endosomal/lisosomal 
produciéndose Aβ (Koo and Squazzo, 1994). En este sentido, se ha descrito que el péptido Aβ42 
se localiza principalmente en cuerpos multivesiculares (MVB), un tipo de endosomas tardíos, 
de neuronas de cerebros de pacientes de EA (Takahashi y cols., 2002). Recientemente, también 
se ha descrito la formación de Aβ en vesículas autofágicas (Yu y cols., 2005; Yu y cols., 2004b). 
Además, el Aβ secretado al medio extracelular puede ser internalizado en endosomas en 
células del sistema nervioso central. Este proceso está mediado por la unión a receptores de 
la superficie celular, entre los que se incluyen la proteína relacionada con los receptores de 
lipoproteínas de baja densidad (LRP) (Bu y cols., 2006; Cam y cols., 2004), receptores de 
productos terminales de glicación avanzada (RAGE) (Deane y cols., 2003; Yan y cols., 1996), 
receptores nicotínicos de acetilcolina (Nagele y cols., 2002) y receptores de N-metil-D-aspartato 
(NMDA) (Snyder y cols., 2005). Algunos de los efectos tóxicos de Aβ está mediado por la 
interacción con estos receptores.
El estado de agregación de Aβ es un factor importante en la patología de EA. El péptido Aβ 
se produce como monómero pero puede agregarse formando distintos complejos multiméricos, 
desde dímeros o trímeros hasta protofibrillas o fibrillas de alto peso molecular. Inicialmente, la 
oligomerización de Aβ ocurre en el interior de las células y, de manera posterior, se acumulan en 
el espacio extracelular formando placas seniles (Takahashi y cols., 2004; Walsh y cols., 2000). 
Las especies oligoméricas de Aβ son las más patológicas afectando a la memoria y a la función 
sináptica (Lesne y cols., 2006).
Una cuestión clave es la investigación del papel de Aβ intracelular en el cerebro en condiciones 
fisiológicas y patológicas. En los últimos años han surgido numerosas evidencias que muestran 
los efectos del péptido Aβ intraneuronal in vivo. El péptido Aβ puede contribuir a la patología 
de EA a través de la inhibición de la actividad de enzimas mitocondriales que causan una 
reducción del consumo de oxígeno (Caspersen y cols., 2005), así como mediando la inhibición 
de la función del proteasoma (Almeida y cols., 2006). También se ha descrito que el péptido 
Aβ intraneuronal provoca una disfunción sináptica y alteraciones en la memoria (Billings y 
cols., 2005; Oddo y cols., 2003). Además, se han propuesto otros mecanismos por los cuales 
el péptido Aβ ejerce su papel citotóxico (Cappai and Barnham, 2008) como la inhibición de la 
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actividad redox celular (Shearman y cols., 1994), la inducción de apoptosis y la activación de 
caspasas (Lustbader y cols., 2004) así como su posible contribución al proceso de fosforilación 
de tau y de formación de PHFs (Lewis y cols., 2001; Zheng y cols., 2002).
La degradación de Aβ in vivo está mediada por varias proteasas. Las proteasas 
mejor caracterizadas son metalopeptidasas como la neprilisina (Iwata y cols., 2000); 
la enzima degradadora de insulina (Kurochkin and Goto, 1994) y las enzimas degradadoras de 
la endotelina ECE1 y ECE2 (Eckman y cols., 2001; Eckman y cols., 2003). Dado su pH óptimo 
de funcionamiento, estas enzimas no actúan en compartimentos acídicos como los endosomas 
tardíos o los lisosomas. En lisosomas, la proteasa catepsina B ha sido propuesta como enzima 
que degrada el péptido Aβ, especialmente la especie de 42 aminoácidos (Mueller-Steiner y 
cols., 2006).
2.1.4. LA AUTOFAGIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
2.1.4.1. Aspectos generales de la autofagia.
La homeostasis celular requiere un equilibrio altamente regulado entre la síntesis y la 
degradación de proteínas. Alteraciones de este equilibrio provocan numerosos procesos 
patológicos. Existen dos sistemas principales implicados en la degradación de proteínas de 
mamíferos: la vía ubiquitina-proteasoma y la vía lisosomal. El proteasoma está implicado en la 
degradación de proteínas de vida media corta manteniendo un reciclaje continuo de proteínas 
celulares. Es un gigantesco complejo multiproteico que degrada específicamente proteínas 
que han sido señalizadas mediante la adición de moléculas de ubiquitina. Dentro de las vías 
lisosomales, hay dos tipos principales: la heterofagia, que media la degradación de proteínas 
de membrana plasmática y extracelulares (son los procesos de endocitosis y fagocitosis); y 
la autofagia, que es la ruta encargada de la degradación de proteínas intracelulares de vida 
media larga, de orgánulos enteros y de agregados proteicos (Dunn, 1994). Existen tres tipos de 
autofagia, siendo la macroautofagia la más relevante de ellas y por eso se la denomina en la 
literatura como autofagia. Los otros dos tipos son la microautofagia y la autofagia mediada por 
chaperonas (Mizushima, 2002). 
El proceso autofágico se inicia con el secuestro de los constituyentes citoplasmáticos, 
incluyendo orgánulos enteros, por unas cisternas membranosas denominadas membranas 
de aislamiento o fagóforos (Fengsrud y cols., 2000). Aunque el origen de  estas membranas 
de aislamiento es controvertido, se ha propuesto que pueden ser sintetizadas de novo o 
formarse a partir de membranas preexistentes como el RE (Hayashi-Nishino y cols., 2009) 
y el aparato de Golgi (Fukuda and Itoh, 2008). Posteriormente, tiene lugar la expansión del 
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fagóforo dando lugar a unas estructuras de doble membrana denominadas autofagosomas o 
vesículas autofágicas. A continuación, los autofagosomas maduran mediante la fusión con 
lisosomas generándose los autolisosomas, en cuyo interior los contenidos citoplasmáticos 
y la membrana interna del autofagosoma son degradados debido a la acción de las enzimas 
hidrolíticas aportadas por los lisosomas (Mizushima, 2002). Además, la familia de orgánulos 
autofágicos incluye un compartimento intermedio, el anfisoma, formado por la fusión entre el 
autofagosoma y el endosoma. Posteriormente, el anfisoma se fusiona también con vesículas 
lisosomales produciéndose la degradación completa del contenido vesicular (Berg y cols., 
1998; Gordon and Seglen, 1988). En la Figura I.2 se muestra un esquema con los orgánulos 











Figura I.2. Aspectos morfológicos del proceso autofágico.
Los mecanismos moleculares del proceso autofágico fueron identificados inicialmente en 
levaduras. Posteriormente, los  estudios  en distintos sistemas eucarióticos  revelaron  la  conservación 
de la maquinaria autofágica (Levine and Klionsky, 2004; Reggiori and Klionsky, 2002). En los 
últimos años se han descubierto un gran número de genes implicados en el proceso autofágico 
denominados APG (Tsukada and Ohsumi, 1993) y AUT (Thumm y cols., 1994). Posteriormente, 
se unificó la nomenclatura llamándose los genes ATG (genes relacionados con la autofagia) y 
sus productos génicos Atg (proteínas relacionadas con la autofagia) (Klionsky y cols., 2003).
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El proceso autofágico depende de dos sistemas de conjugación, similares a los sistemas de 
ubiquitinación, que son esenciales para la formación del autofagosoma (Mizushima y cols., 1998). 
El primer sistema de conjugación media la unión de Atg12 y Atg5. Este conjugado posteriormente 
se une no covalentemente a Atg16, formando un complejo macromolecular de 800 KDa. Esta 
estructura está asociada con la membrana externa del autofagosoma durante su elongación y 
se disocia antes de la formación completa de la vesícula. El complejo Atg5-Atg12-Atg16 es 
necesario para la formación del segundo conjugado (Mizushima y cols., 2001). El segundo 
sistema de conjugación implica la unión covalente de la proteína LC3 (cadena ligera 3 de la 
proteína 1 asociada a microtúbulos) con el lípido fosfatidiletanolamina. LC3 es una proteína 
asociada a microtúbulos y fue la primera proteína identificada en la membrana del autofagosoma 
(Kabeya y cols., 2000). Inmediatamente después de su síntesis, la región C-terminal de LC3 
es eliminada, dando lugar a la isoforma LC3-I que reside en el citoplasma celular. Cuando 
el proceso autofágico es activado, LC3-I es modificado postraduccionalmente mediante 
su unión covalente a fosfatidiletanolamina, generándose la isoforma LC3-II, la cual se une 
fuertemente a la membrana del autofagosoma incluso después de su formación completa 
(Mizushima y cols., 2002), motivo por el cual es el marcador más utilizado para la identificación 
de autofagosomas.
Aunque originalmente estaba considerado como un proceso inducible, la autofagia es un 
proceso constitutivo implicado en el mantenimiento de la homeostasis celular, controlando el 
reciclaje de proteínas de vida media larga y de orgánulos, así como la eliminación de proteínas 
mutadas o mal plegadas, agregados proteicos insolubles y orgánulos disfuncionales. Además, 
la autofagia es inducida por múltiples señales intracelulares o extracelulares capaces de generar 
un estrés a la célula como son la privación de nutrientes, un cambio de volumen celular, estrés 
oxidativo, acumulación de proteínas mal plegadas, señales hormonales e irradiación ultravioleta 
(Codogno, 2004). De hecho, la principal función de la autofagia en muchos organismos es la 
adaptación a la falta de nutrientes. Ante la privación de nutrientes, el proceso autofágico actúa 
degradando y reciclando los componentes celulares para la biosíntesis de macromoléculas 
y la obtención de energía. Además, este sistema de degradación está implicado en múltiples 
procesos fisiológicos como la diferenciación celular, el desarrollo embrionario y la muerte 
celular (Yu y cols., 2004a). Por otra parte, alteraciones en la función autofágica están asociadas 
a procesos patogénicos entre los que destacan enfermedades neurodegenerativas como la 
enfermedad de Parkinson y la EA (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007), cáncer (Levine, 2007) 
y diferentes miopatías (Shintani and Klionsky, 2004). En los últimos años se ha descrito un papel 
importante de la autofagia en la protección frente a patógenos intracelulares, interviniendo tanto 
en mecanismos de inmunidad innata, mediando la destrucción de bacterias y virus secuestrados 
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en las vesículas autofágicas (Kirkegaard y cols., 2004), como de inmunidad adaptativa 
participando en el procesamiento de antígenos virales y bacterias para su presentación mediante 
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC ) (English y cols., 2009; Paludan y cols., 2005) .
La autofagia es particularmente importante en el sistema nervioso central donde el control 
de calidad de las proteínas y el recambio de los orgánulos es más relevante que en las células 
mitóticas (Boland and Nixon, 2006). Además, la autofagia tiene una actividad basal elevada 
en neuronas sanas previniendo, de esta forma, la acumulación de agregados de proteínas 
que afectan a las funciones de las neuronas y que son degradados específicamente por la vía 
autofágica (Rubinsztein y cols., 2005). Estudios recientes en modelos murinos han demostrado 
la importancia  de esta función constitutiva de la autofagia en el continuo reciclaje de los 
componentes citoplasmáticos en las neuronas ya que ratones defectivos en ATG5 o ATG7, dos 
genes esenciales para el proceso, mostraban una degeneración severa en el sistema nervioso 
central acompañada de la acumulación de agregados de proteínas ubiquitinadas en las neuronas 
(Hara y cols., 2006; Komatsu y cols., 2006).
2.1.4.2. Implicación de la autofagia en la enfermedad de Alzheimer.
En relación con la EA, evidencias experimentales indican que alteraciones de la vía 
autofágica podrían contribuir a la patogénesis de este desorden. Previamente, se había 
demostrado la existencia de una disfunción acusada del sistema lisosomal en esta enfermedad 
(Cataldo y cols., 1990; Cataldo y cols., 1995). Posteriormente, se comprobó la presencia de 
vesículas autofágicas en las neuritas distróficas de la corteza y el hipocampo en cerebros de 
ratones transgénicos que expresan APP humano (Yu y cols., 2005). Además, estas vesículas 
contenían la proteína APP, las distintas especies del péptido Aβ y las enzimas β- y γ- secretasa, 
necesarias para su generación (Yu y cols., 2004b). En este sentido, hay un aumento significativo 
de la producción de Aβ en condiciones de activación de la autofagia en fibroblastos de ratón 
(Yu y cols., 2005) y en neuronas humanas (LeBlanc y cols., 1996). El péptido Aβ generado en 
las vesículas autofágicas es dirigido hacia los lisosomas, el orgánulo destino de la vía autofágica, 
donde es degradado por las catepsinas lisosomales. Así, se ha descrito que la autofagia eficiente 
tiene un papel protector frente a la neurotoxicidad inducida por Aβ en células de neuroblastoma 
humano (Hung y cols., 2009).
De esta forma, condiciones que retrasen o inhiban la fusión de los autofagosomas con 
los lisosomas o la maduración de los autolisosomas deberían provocar un aumento de la 
cantidad de vesículas autofágicas y de los niveles de Aβ. Estas condiciones tienen lugar en 
cerebros de pacientes de EA y en modelos murinos de EA en los que se observa una inducción 
temprana, anterior a la acumulación del péptido Aβ, y una alteración de las etapas finales de 
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la autofagia (Nixon y cols., 2005; Yu y cols., 2005). Estos eventos tienen como consecuencia 
la acumulación masiva de diferentes compartimentos autofágicos en neuronas afectadas 
y en neuritas distróficas (Nixon y cols., 2005). Además, la presencia de neuritas distróficas 
repletas casi enteramente de vesículas autofágicas es una característica específica de procesos 
neurodegenerativos que generan depósitos de Aβ (Benzing y cols., 1993). En este sentido, 
se ha demostrado que mutaciones en la PS1 causantes de EA comprometen severamente 
el reciclaje de proteínas mediado por autofagia (Yu y cols., 2005), afectando gravemente a 
procesos neuronales dependientes de autofagia como son el procesamiento de APP y la 
acumulación de Aβ (Nixon, 2006). Todas estas evidencias sustentan la hipótesis de que la 
autofagia ejerce un papel protector frente a los procesos neurodegenerativos.
2.1.5. EL ESTRÉS OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
El estrés oxidativo contribuye al daño neuronal en estados patológicos agudos del cerebro 
como la isquemia y el trauma cerebral, así como en enfermedades neurodegenerativas del sistema 
nervioso central, incluyendo la EA (Andersen, 2004). El estrés oxidativo se produce cuando 
tiene lugar una alteración del balance oxidativo celular, de manera que la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) excede las defensas antioxidantes de la célula (Smith y cols., 2000). 
En condiciones normales, los niveles de ROS generados por los procesos celulares (radicales 
superóxido, peróxido de hidrógeno, óxido nítrico y peroxinitrito) son controlados por enzimas 
antioxidantes como la glutatión peroxidasa, la catalasa y la superóxido dismutasa y por moléculas 
antioxidantes no enzimáticas como el glutatión, vitamina E, ácido ascórbico y carotenoides 
(Su y cols., 2008). En relación con la EA, diversos estudios han demostrado un aumento de las 
principales actividades enzimáticas antioxidantes en la corteza y en el hipocampo de cerebros 
de pacientes de la enfermedad (Pappolla y cols., 1992; Zemlan y cols., 1989).
El cerebro depende de la respiración aerobia y consume una gran cantidad de oxígeno, por 
lo que es un órgano particularmente susceptible al estrés oxidativo (Shulman y cols., 2004). 
Por otra parte, el envejecimiento es un proceso relacionado con un aumento de la producción 
de ROS y una disminución en los mecanismos antioxidantes (Harman, 1981), por lo que en 
enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad, como la EA, el estrés oxidativo 
no sólo es un evento temprano de la enfermedad si no que también participa en su comienzo 
mediando la activación de vías de señalización inductoras de apoptosis (Marques y cols., 2003; 
Su y cols., 2008).
Además de la acumulación intraneuronal de Aβ, el daño oxidativo y la activación de la 
autofagia son acontecimientos tempranos en la EA. Recientemente, se han relacionado 
estos tres procesos en células de neuroblastoma humano donde se ha descrito que el estrés 
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oxidativo induce la acumulación de Aβ a través de la inducción de un proceso autofágico 
(Zheng y cols., 2006). Uno de los mecanismos por los que el péptido Aβ induce toxicidad 
neuronal es mediante la generación de estrés oxidativo. Así, el péptido Aβ es capaz de 
inducir la oxidación de diferentes biomoléculas, incluyendo la peroxidación de lípidos de 
membrana y lipoproteínas (Varadarajan y cols., 2000), la generación de H2O2 en células en 
cultivo (Behl y cols., 1994; Huang y cols., 1999), el daño oxidativo en el DNA (Xu y cols., 2001) 
y la inactivación del transporte de glucosa (Mark y cols., 1997).
En la EA, existen diversas fuentes que contribuyen a la producción de radicales libres. 
Distintos metales, como el hierro y el aluminio, pueden catalizar la formación de ROS 
acumulándose en los depósitos de Aβ  y los ovillos neurofibrilares (Good y cols., 1992). La 
microglía activada, que rodea la mayoría de las placas seniles (Cras y cols., 1990) es una 
fuente de ROS (Colton and Gilbert, 1987). La mitocondria es el principal orgánulo productor 
de ROS y en la EA se ha descrito la presencia de mitocondrias defectivas, detectándose las 
principales alteraciones en el genoma mitocondrial y en las enzimas clave responsables del 
metabolismo oxidativo en la célula, como la piruvato dehidrogenasa o la citocromo oxidasa 
(Davis y cols., 1997; Gibson y cols., 1998).
2.1.6. HIPÓTESIS INFECCIOSA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
A pesar de las intensas investigaciones llevadas a cabo hasta el momento, todavía se 
desconocen los mecanismos responsables de la disfunción y muerte neuronal selectiva que tiene 
lugar en la EA. Varias hipótesis independientes intentan relacionar las lesiones histopatológicas 
con diferentes factores como el genotipo APOE (Corder y cols., 1993; Roses, 1995), la 
hiperfosforilación de proteínas del citoesqueleto (Trojanowski y cols., 1993), el estrés oxidativo 
(Smith y cols., 2000), la inflamación (Pasinetti, 1996) y el metabolismo del péptido β-amiloide 
(Selkoe, 1997). Sin embargo, debido a la naturaleza multifactorial de la EA esporádica, ninguna 
de estas teorías por sí sola es suficiente para explicar la diversidad de anomalías bioquímicas y 
patológicas de la enfermedad.
En las últimas décadas se ha reforzado la hipótesis de una etiología infecciosa de muchas 
enfermedades crónicas, incluida la EA (Honjo y cols., 2009). En la década de los 70, varias 
investigaciones descubrieron elevados niveles de anticuerpos frente al virus Herpes Simplex 
tipo I (HSV-1) en pacientes con desórdenes psiquiátricos (Cleobury y cols., 1971) y la presencia 
de DNA viral en los cerebros de pacientes ancianos con demencia (Sequiera y cols., 1979). 
A la vista de estos resultados, numerosos grupos han investigado la posible relación entre la 
EA esporádica y distintos tipos de virus (citomegalovirus, poliovirus, virus de la gripe tipo A 
y B, adenovirus y virus del sarampión) sin encontrar ninguna asociación (Renvoize y cols., 
INTRODUCCIÓN
19
1987; Renvoize and Hambling, 1984). Posteriormente, se demostró la existencia de genomas 
de HSV-1 en el suero y en el cerebro de pacientes de EA (Jamieson y cols., 1991; Jamieson y 
cols., 1992; Miklossy y cols., 1994). Más recientemente, diferentes estudios mostraron que tres 
tipos de bacterias, (espiroquetas, Chlamydia pneumoniae y Helicobacter pylori) (Miklossy y 
cols., 1994; Balin y cols., 1998; Kountouras y cols., 2006), y el Herpesvirus humano 6 (HHV6) 
(Lin y cols., 2002) podrían tener un papel en la etiología de la EA. Sin embargo, de todos los 
patógenos estudiados en relación con la EA, la infección con HSV-1 presenta las evidencias 
más consistentes (Itzhaki and Wozniak, 2008).
Se ha demostrado que los cerebros de pacientes de EA presentan una abundante respuesta 
inflamatoria y un daño oxidativo en etapas tempranas sugiriendo un papel de estos procesos 
en la etiología de la enfermedad (Akiyama y cols., 2000; Mamelak, 2007). En este sentido, 
muchos de los agentes infecciosos asociados a la EA producen inflamación y daño oxidativo 
de forma continua en el cerebro indicando, por tanto, que estos patógenos podrían contribuir a 
la patología de EA. Estos datos refuerzan la hipótesis de que la combinación de infecciones del 
sistema nervioso central con factores de riesgo genéticos o de otra clase, como el APOE-ε4 o 
la edad avanzada, podría contribuir a la patogénesis, de forma que las infecciones en el cerebro 
podrían considerarse como factores de riesgo para la EA esporádica.
2.2. EL VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 1.
2.2.1. ASPECTOS GENERALES.
El virus HSV-1 está clasificado dentro de la familia Herpesviridae, subfamilia 
alfaherpesvirinae, género Simplexvirus y se caracteriza por tener un rango de hospedador 
amplio, desarrollar un ciclo reproductivo relativamente corto, expandirse rápidamente en cultivo, 
destruir eficientemente las células infectadas y establecer infecciones latentes, principalmente 
en los ganglios sensoriales (Roizman, 1990).
El virus HSV-1 es un agente ubicuo, infecta a humanos y aproximadamente el 90% de 
la población adulta muestra evidencias serológicas de la infección. Las manifestaciones 
externas más comunes son benignas, incluyendo lesiones en la mucosa epitelial de la boca 
(llagas labiales), de los genitales y de la zona ocular (lesiones en la córnea, queratitis). Sin 
embargo, los casos más agudos de infección en el sistema nervioso central pueden degenerar 




Los viriones maduros de HSV-1 constan, desde el interior a la superficie, de varias partes:
- El núcleo electrodenso que contiene el DNA viral.
- Una cápsida icosapentahédrica de 125 nm de diámetro, formada por 150 hexones y 12 
pentones (162 capsómeros), en la que se identifican 7 proteínas virales (VP5, VP19c, VP23, 
VP26, VP21 y el producto del gen UL6) (Newcomb y cols., 2001; Newcomb y cols., 1993).
- El tegumento, capa amorfa y asimétrica que rodea a la cápsida, contiene al menos 15 
proteínas virales las cuales tienen un importante papel estructural y funcional durante la 
infección (Haarr and Skulstad, 1994).
- La envoltura es una capa lipídica de origen celular que contiene al menos 12 glicoproteínas 
virales diferentes.
El genoma del virus HSV-1, con un tamaño de 152 kpb, está formado por una molécula 
lineal de DNA de doble cadena, que codifica para 84 genes que se expresan de una forma 
coordinada y secuencial (Honess and Roizman, 1974). Los genes de HSV-1 se dividen en tres 
clases: los genes α o inmediatamente tempranos (IE), son los primeros en expresarse tras la 
infección y su transcripción no depende de la síntesis de novo de proteínas. Se han descrito 5 
proteínas virales IE: ICP47, ICP0, ICP4, ICP22 e ICP27 y todas menos ICP47 tienen un papel 
crítico en la regulación de la expresión de los genes de HSV-1 (Weir, 2001). ICP47 interacciona 
con el transportador asociado al procesamiento de antígenos TAP, una de las proteínas que 
interviene en el proceso de presentación de antígenos por el MHC de tipo I, interfiriendo así en 
el procesamiento y presentación de antígenos virales en la membrana de la célula huésped (Hill 
y cols., 1995; Tomazin y cols., 1996). Los productos IE inducen la transcripción de los genes β 
o tempranos (E), que codifican preferentemente proteínas que intervienen en la síntesis de DNA 
viral, como son la DNA polimerasa viral (ICP8) y la timidina quinasa, y en la expresión de los 
genes tardíos (Gao and Knipe, 1991). Tras la replicación viral se expresan los genes tardíos o γ 
(L) que codifican en su mayoría proteínas estructurales de la cápsida, proteínas del tegumento 
y glicoproteínas (Roizman, 1996).
En las células infectadas con HSV-1, los procesos de transcripción y traducción están 
totalmente controlados por el virus, de forma que la síntesis de proteínas celulares está 
prácticamente inhibida. Se ha descrito que la proteína viral ICP22 junto con UL13, proteína 
quinasa del tegumento, modifica el estado de fosoforilación de la subunidad catalítica de la 
RNA polimerasa II para favorecer la transcripción de los genes virales (Long y cols., 1999). 
Por otra parte, ICP27 interfiere en el procesamiento de los mRNAs celulares modificando el 
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estado de fosoforilación de varios factores que participan en dicho procesamiento (Hardy and 
Sandri-Goldin, 1994; Sciabica y cols., 2003). Además, la proteína viral del tegumento vhs es 
responsable de la degradación de los mRNAs celures (Schek and Bachenheimer, 1985).
La entrada de HSV-1 en las células es un proceso que comprende distintos pasos y requiere 
la interacción de varias glicoproteínas virales con diferentes receptores celulares (Spear, 2004). 
La interacción inicial de HSV-1 con la superficie celular ocurre mediante la unión de distintos 
dominios de las glicoproteínas gB y gC a los glicosaminoglicanos de la superficie celular, 
principalmente el heparán sulfato (Herold y cols., 1991; Herold y cols., 1994). Esta unión no es 
suficiente para la entrada viral pero facilita la interacción posterior de las proteínas gB y gD a 
receptores específicos de la superficie celular. Se han identificado varios receptores mediadores 
de la entrada de HSV-1: el mediador de la entrada de herpesvirus, HVEM o HveA, miembro de 
la familia de receptores del factor de necrosis tumoral que interacciona con gD (Montgomery y 
cols., 1996); HveB y HveC, nectina 2 y 1 respectivamente, son moléculas de adhesión celular 
pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Warner y cols., 1998) (Geraghty 
y cols., 1998) y sitios específicos en el heparán sulfato (3-O-S) generados por la acción de 
3-O-sulfotransferasas (Shukla y cols., 1999). También se ha identificado un receptor específico 
de gB, el receptor Ig-like pareado tipo 2 (PILRα) y hay evidencias de la existencia de otros 
receptores alternativos de gB (Satoh y cols., 2008). La unión de gD y gB a uno de estos 
receptores puede desencadenar la fusión entre la envoltura del virión y la membrana celular. 
Esta fusión requiere la acción concertada de varias glicoproteínas virales como son gB, gD, gH 
y gL (Spear y cols., 2000).
Una vez en el citoplasma, la cápsida, junto con el tegumento, es transportada por el 
citoesqueleto hasta ser atraída por receptores de importinas en el complejo del poro nuclear, 
donde la cápsida se abre y se libera el genoma viral al interior del núcleo. Este transporte 
retrógado del virus está mediado por la unión directa de la proteína viral UL34 con la dineína, 
motor celular implicado en el transporte desde la periferia al núcleo celular (Ye y cols., 2000).
La transcripción y la replicación viral tiene lugar en el núcleo de las células infectadas en 
unas regiones conocidas como centros de replicación viral (VRCs) (Quinlan y cols., 1984). Los 
VRCs son estructuras altamente complejas en las que intervienen proteínas virales y celulares 
necesarias para la replicación y expresión de los genes virales. El DNA viral es transcrito por 
la RNA polimerasa II celular, pero con la participación de factores virales en los distintos 
estadíos de la infección. La transcripción de los genes IE se produce inmediatamente después 
de la entrada del DNA viral en el núcleo, no requiere la síntesis de novo de proteínas virales 
y es activada por la proteína viral del tegumento VP16. Para ello, VP16 forma un complejo 
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con dos factores celulares, HCF-1 y Oct-1, que se une al promotor de los genes IE y activa su 
transcripción, estabilizando el complejo de la RNA polimerasa II (O´Hare, 1993).
Las proteínas de la cápsida, una vez sintetizadas, pasan al interior del núcleo, se ensamblan 
y forman las nuevas cápsidas, en las que se integra el DNA viral recién sintetizado. La cápsida, 
junto con la mayoría de proteínas que forman el tegumento, es transportada de una forma 
dependiente de la red de microtúbulos, mientras que las proteínas de la envuelta y las proteínas 
del tegumento VP16 y VP22 son tranportadas hasta la membrana plasmática a través de vesículas 
procedentes del aparato de Golgi. La adquisición de la envuelta viral es un proceso que hasta el 
momento no ha sido bien definido, aunque podría ser un proceso secuencial que desembocaría 
en la salida de la partícula viral de la célula infectada mediante exocitosis (Miranda-Saksena 
y cols., 2009). Existen distintas proteínas virales que pueden interaccionar con la quinesina, 
motor celular encargado del transporte hacia la periferia celular, pero se ha propuesto como 
candidata la proteína del tegumento US11 de HSV-1 (Diefenbach y cols., 2002).
2.2.2. HSV-1 EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.
El virus HSV-1 presenta un tropismo neural e infecta comúnmente las células epiteliales de 
las membranas mucosas y las neuronas sensoriales que inervan estos epitelios. Por otra parte, 
el HSV-1 tiene la capacidad de establecer latencia durante el resto de la vida del hospedador 
dentro de las neuronas, proceso en el que el virus silencia progresivamente la expresión de sus 
genes hasta dejar su genoma de forma episomal en el núcleo de las células. La reactivación del 
virus latente por distintos factores permite la reinfección de los tejidos inervados por la neurona 
sensorial así como la propagación de la infección viral a otras áreas inervadas por la neurona 
(Garner, 2003). 
La ruta más común de infección del virus HSV-1 se inicia por la generación de una herida 
en la mucosa epitelial de la boca y la presencia de virus infectivos en la zona (Garner, 2003). 
El virus infecta a las células epiteliales, replica su DNA y forma la progenie viral que sale del 
epitelio y entra en contacto con las terminaciones nerviosas que lo inervan, infectando a las 
neuronas sensoriales. Una vez dentro de las neuronas, las nucleocápsidas son transportadas de 
forma retrógrada hacia los somas neuronales en los ganglios sensoriales, como son el ganglio 
trigémino o el ganglio de la espina dorsal, y aquí el virus se replica o adquiere un estado de 
latencia, que puede mantener incluso durante toda la vida del individuo infectado hasta que 
se produce la reactivación. Así, una de las características principales del virus HSV-1 es su 
capacidad para establecer latencia (Steiner and Kennedy, 1995). En este estado, sólo se han 
detectado en las células infectadas un grupo muy reducido de transcritos, llamados transcritos 
asociados a latencia (LAT) (Stevens y cols., 1987), que contribuyen a la represión de la expresión 
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del genoma viral. Sin embargo, la presencia de LAT en el genoma viral no es necesaria para 
el establecimiento de la latencia, ya que virus mutantes o deficientes en LAT son capaces de 
establecer latencia (Sawtell and Thompson, 1992). Por otra parte, estudios recientes han descrito 
la existencia de dos microRNA en la región que codifica para el transcrito LAT que desempeñan 
un papel importante en el ciclo de latencia-reactivación mediante la inhibición de la apoptosis 
y de la infección productiva (Shen y cols., 2009). La reactivación del virus, proceso en el 
que abandona el estado de latencia y se reactiva la transcripción de los genes iniciándose un 
nuevo ciclo replicativo, se produce por diferentes estímulos como el estrés físico y emocional, 
traumatismo, fiebre, radiación ultravioleta y drogas estimulantes, cursando la mayoría de ellos 
con inflamación (Halford y cols., 1996).
En la infección lítica, o tras el proceso de reactivación, el genoma viral se replica y se forman 
viriones maduros de novo los cuales son transportados de forma retrógada hasta la membrana 
plasmática, saliendo de la neurona infectada. Estos  viriones son liberados de la célula y pueden 
seguir tres posibles rutas: infectar a otras células nerviosas próximas en el ganglio; desplazarse 
al sitio de la infección primaria mediante un transporte anterógrado en el axón, dando lugar a 
las típicas llagas labiales o entrar en el sistema nervioso central donde también puede establecer 
latencia y sufrir reactivaciones que pueden producir daños neuronales.   
La expansión del virus HSV-1 a las células vecinas se produce normalmente por la liberación 
de éste al espacio extracelular o a fluidos presentes en el entorno de las células epiteliales, como 
pueden ser la saliva y las lágrimas. Además, la propagación de HSV-1 también puede ocurrir 
directamente de célula a célula a través de las uniones intercelulares (Johnson and Huber, 
2002). Probablemente, la difusión de los virus en el sistema nervioso se produce mediante este 
tipo de expansión, infectando a neuronas conectadas sinápticamente, lo que permite la rápida 
propagación del virus en el cerebro (LaVail y cols., 1990). 
En los casos más agudos, la infección con HSV-1 puede producir encefalitis, una de las 
infecciones virales más graves del sistema nervioso central (Roizman, 1996). Esta afección 
provoca inflamación y muerte neuronal en las subregiones frontal y temporal del neocórtex y 
en el hipocampo (Ball, 1982). Aunque la encefalitis se puede desarrollar después de infecciones 
primarias o recurrentes, en la mayoría de los casos son debidas a una reactivación del virus del 
estado de latencia (Johnson, 1998).  
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2.2.3. HSV-1 Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
Numerosas evidencias tanto racionales como experimentales sugieren la posible etiología 
infecciosa de la EA y, en particular, la participación de HSV-1 (Dobson y cols., 2003). En este 
sentido, existen una serie de coincidencias que señalan a HSV-1 como un posible factor de 
susceptibilidad para la enfermedad: i) HSV-1 es un virus neurotrópico y prácticamente ubicuo 
en la población, lo que estaría en concordancia con la alta proporción de personas afectadas 
por la enfermedad; ii) las regiones cerebrales más afectadas durante la encefalitis herpética 
son la corteza frontal y temporal así como el hipocampo, las mismas zonas que muestran 
los principales cambios patológicos en la EA (Ball, 1986) y iii) tras la infección primaria, 
el virus puede permanecer en estado de latencia en el sistema nervioso durante toda la vida 
del individuo, explicando así la aparición de los síntomas en la edad avanzada (Itzhaki and 
Wozniak, 2008). Además, el proceso se vería facilitado por el deterioro del sistema inmune 
asociado al envejecimiento que favorecería las sucesivas reactivaciones del virus.
Posteriormente, han surgido evidencias experimentales que refuerzan esta asociación. 
En primer lugar, se descubrió la presencia de HSV-1 en el cerebro de un elevado porcentaje 
de pacientes de EA, y también en individuos controles de edad avanzada (Baringer and 
Pisani, 1994; Jamieson y cols., 1991; Rodriguez y cols., 2005). A continuación, se demostró 
la presencia de HSV-1 en regiones específicas del cerebro afectadas en los pacientes de EA 
(Jamieson y cols., 1992) y que el virus era capaz de reactivarse y causar lisis neuronal en 
cerebros de pacientes (Mori y cols., 2004), dando lugar a infecciones productivas que podrían 
causar neurodegeneración (Wozniak y cols., 2005).
Por otra parte, datos epidemiológicos revelaron que en individuos con HSV-1 en el cerebro, 
la frecuencia del alelo APOE-ε4 es muy superior en pacientes de EA que en individuos controles 
(Itzhaki y cols., 1997). De esta forma se determinó que la presencia de HSV-1 en el cerebro en 
combinación con la posesión de al menos un alelo APOE-ε4, es un fuerte factor de riesgo en la 
EA esporádica, mientras que estos factores por separado no incrementan el riesgo de padecer 
la EA (Dobson y cols., 2003; Lin y cols., 2002). Además, nuestro grupo de investigación ha 
establecido una relación funcional entre estos dos factores demostrando que la neuroinvasión 
de HSV-1 es dependiente de la dosis génica (Burgos y cols., 2002) y del genotipo de APOE, 
siendo APOE-ε4 más eficiente que APOE-ε3 en el acceso del virus al cerebro (Burgos y cols., 
2003). También, se demostró que en modelos animales de infección aguda y latente con HSV-1, 
la carga viral en el cerebro de los ratones portadores del alelo APOE-ε4 humano era mayor que 
en los portadores del alelo APOE-ε3 (Burgos y cols., 2006).
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Un tercer grupo de evidencias experimentales relacionan el virus HSV-1 con las dos 
principales características patológicas de la EA, la acumulación de Aβ y la hiperfosforilación 
de tau. En primer lugar, se ha demostrado que la infección con HSV-1 afecta a la generación 
del péptido Aβ, induciendo un incremento de los niveles de Aβ intracelulares en células 
neuronales y una acumulación del péptido Aβ42 en cerebros de ratones infectados con HSV-1 
(Wozniak y cols., 2007). Finalmente, en cerebros de pacientes de EA hay una localización 
mayoritaria del DNA viral en las placas seniles sugiriendo un papel del HSV-1 en la formación 
de la placa (Kammerman y cols., 2006; Wozniak y cols., 2009b). Por otra parte, HSV-1 causa 
la hiperfosforilación de tau, componente principal de los ovillos intraneuronales, en modelos 
celulares de infección (Wozniak y cols., 2009a; Zambrano y cols., 2008).
2.2.4. HSV-1 Y LA AUTOFAGIA.
La autofagia forma parte de la respuesta inmune innata del huésped para proteger a las 
células de patógenos intracelulares incluyendo bacterias (Mycobacterium tuberculosis, Shigella 
flexneri, Salmonella y Streptococcus) y virus (Sindbis virus, el virus del mosaico del tabaco, 
el parvovirus B19 y HSV-1) (Kirkegaard y cols., 2004). Este tipo de autofagia específica se ha 
denominado xenofagia. Se han descrito un gran número de virus capaces de inducir el proceso 
autofágico (Lee and Iwasaki, 2008), y ciertos virus RNA, como los picornavirus, coronavirus, 
el virus de la hepatitis murina y el virus de la influenza A, utilizan la maquinaria autofágica 
para facilitar su propia replicación y el ensamblaje viral (Espert y cols., 2007; Shoji-Kawata and 
Levine, 2009). Por lo tanto, la autofagia es un proceso que puede funcionar tanto como una vía 
antiviral como proviral.
Recientemente, se ha descrito que el HSV-1 también es capaz de modular el proceso 
autofágico a través de un mecanismo que implica a la proteína kinasa dependiente de RNA 
de doble cadena (PKR) y la fosforilación del factor de iniciación de la traducción 2α (eiF2α) 
(Talloczy y cols., 2002; Talloczy y cols., 2006). Tras la infección viral, se produce una activación 
de PKR que fosforila al factor eiF2α induciendo una parada de la traducción proteica. Además, 
esta fosforilación también promueve la activación de la autofagia. Sin embargo, en modelos 
celulares, la infección con HSV-1 silvestre no estimula la actividad autofágica y, por el 
contrario, los mutantes de HSV-1 defectivos en la proteína ICP34.5 son capaces de incrementar 
la autofagia (Talloczy y cols., 2002). Esto es debido a que el factor de neurovirulencia ICP34.5 
recluta y activa a la fosfatasa-1α (PP1α) induciendo la defosforilación de eiF2α bloqueando así 
la inhibición de la traducción y la activación del proceso autofágico promovida por la eiF2α 
quinasa PKR. Además, ICP34.5 también es responsable del bloqueo de la autofagia a través 
de la interacción con beclina 1, una proteína esencial en las primeras etapas de la autofagia, 
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causando su inactivación. Se ha demostrado que la inhibición de la beclina 1 es un evento 
crítico para la neurovirulencia de HSV-1 (Orvedahl y cols., 2007). 
2.2.5. HSV-1 Y EL ESTRÉS OXIDATIVO.
Varios estudios han constatado que la infección, tanto aguda como latente, de HSV-1 en el 
cerebro está asociada con daño oxidativo (Milatovic y cols., 2002; Valyi-Nagy y cols., 2000). 
Sin embargo, los mecanismos moleculares que conducen al daño oxidativo durante la infección 
de HSV-1 son desconocidos. En modelos celulares, la infección con HSV-1 causa un daño 
celular a través de la peroxidación de lípidos (Palu y cols., 1994) e induce la producción de óxido 
nítrico en monocitos y macrófagos diferenciados (Lopez-Guerrero and Alonso, 1997). Durante 
la fase aguda en modelos murinos de infección, los ratones infectados con HSV-1 desarrollan 
encefalitis acompañada de una severa inflamación y niveles elevados de F4-neuroprostanos y 
F4-isoprostanos, marcadores ambos de daño oxidativo en el cerebro (Milatovic y cols., 2002). 
Además, estudios en modelos murinos de infección latente con HSV-1, demuestran la existencia 
de daño oxidativo en moléculas de RNA y DNA en las áreas infectadas del cerebro (Valyi-Nagy 
y cols., 2000). 
Recientemente, estudios en modelos celulares revelaron que la infección con HSV-1 
incrementa los niveles de ROS y que las células de la microglía son la principal fuente de la 
enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en el cerebro durante la encefalitis herpética 
(Kavouras y cols., 2007). Por otra parte, la infección latente de HSV-1 en modelos murinos 
también está asociada con una inflamación persistente y crónica en el cerebro, y con elevados 
niveles de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral α (TNFα) y una 
actividad incrementada de iNOS. Estos factores pueden desempeñar un papel importante en 
la prevención de la reactivación de HSV-1 (Koprowski y cols., 1993; Marques y cols., 2008; 
Meyding-Lamade y cols., 1998). Tanto el TNFα como el óxido nítrico tienen actividad antiviral 
pero pueden generar directamente potentes radicales libres o daño oxidativo mediado por 
ROS a través de distintas rutas de señalización celular. De esta forma, la respuesta inmune e 
inflamatoria del huésped tiene un papel importante en la generación del daño oxidativo en el 








Las causas y los mecanismos patogénicos de la EA esporádica aún no están elucidados aunque 
se ha descrito que la acumulación del péptido Aβ y fallos en las etapas finales de la autofagia 
son dos eventos característicos en cerebros de pacientes de la EA. En los últimos años se han 
acumulado numerosas evidencias de la implicación del estrés oxidativo y la infección del ce-
rebro con HSV-1 en la patogénesis. Así, con el fin de investigar el papel del HSV-1 en la 
patogénesis de la EA, nos propusimos estudiar los efectos del HSV-1 sobre la aparición de 
eventos asociados a la neurodegeneración, enfocando el estudio principalmente en la inducción 
de un proceso autofágico y las alteraciones del procesamiento proteolítico del APP, en mo-
delos celulares de infección. También analizaremos si la infección con HSV-1 y el estrés 
oxidativo subyacente al envejecimiento pueden actuar de manera conjunta para producir la 
neurodegeneración característica de la EA.
Para llevar a cabo estos estudios, nos planteamos los siguientes objetivos experimentales:
1. Estudio de la modulación de la autofagia en distintos modelos celulares de infección con 
HSV-1. Análisis de la implicación funcional de la autofagia en la progresión del ciclo viral.
2. Estudio de la proteólisis de la proteína APP y la biología del péptido Aβ en células de 
neuroblastoma humano que expresan establemente APP infectadas con HSV-1.
3. Análisis del papel de la autofagia en las alteraciones del procesamiento proteolítico de la 
proteína APP inducidas por la infección con HSV-1.
4. Estudio del efecto del estrés oxidativo en la aparición de los marcadores de 






4. MATERIALES Y MÉTODOS.
4.1. REACTIVOS.
Etanol, metanol, ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA), Tween-20, cloruro sódico, 
cloruro cálcico, cloruro magnésico, cloruro potásico, hidróxido sódico, hidróxido potásico, 
paraformaldehído, dihidrogenofosfato potásico, ácido clorhídrico, bicarbonato sódico, 
acrilamida, bis-acrilamida, isopropanol, glicina y glicerol fueron suministrados por Merck.
Glucosa, rojo Ponceau, albúmina de suero bovina (BSA), dimetilsulfóxido (DMSO), 
HEPES, dietilpirocarbonato (DEPC), β-mercaptoetanol, azul de bromofenol, Tritón X-100, 
deoxicolato sódico, ditiotreitol (DTT), dodecil sulfato sódico (SDS), tris, ortovanadato sódico 
y fluoruro sódico fueron suministrados por Sigma. 
El cocktail de inhibidores de proteasas, PMSF, pepstatina A, leupeptina, Tripure, aprotinina 
y DNasa I fueron suministrados por Roche. 
La N, N, N´, N´- Tetrametiletilendiamina (TEMED) y persulfato amónico (APS) fueron 
suministrados por Bio-Rad. 
El Mowiol® 40-88 fue suministrado por Aldrich, el reactivo BCA por Pierce y el Nonidet 
P40 (NP-40) por Fluka y la leche desnatada en polvo fue suministrada por Central Lechera 
Asturiana.
Además de los reactivos mencionados se han utilizado otros más específicos cuya 
procedencia se indica en el texto.
4.2. SONDAS FLUORESCENTES.
- Dihidrocloruro de 4´, 6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI): El DAPI (Sigma) es un agente 
fluorescente, permeable en la membrana, que se une de forma reversible al surco menor del 
DNA de doble cadena, formando un complejo estable cuya fluorescencia es 20 veces mayor que 
la del DAPI no unida a DNA. El DAPI unido a DNA se excita a una longitud de onda de 364 
nm y emite a una longitud de onda de 454 nm. Fue solubilizado en agua a una concentración de 
5 mg/ml y se utilizó a una concentración final de 5 μg/ml.
- Sondas Taqman-MGB®: Estas sondas contienen una marca emisora de fluorescencia en 
el extremo 5´, mientras que en el extremo 3´ poseen un captador de fluorescencia (quencher) no 
fluorescente. Además contienen otra modificación denominada MGB (minor groove-binder) 
que se une al surco menor del DNA favoreciendo la consecución de la PCR. Durante la reacción, 
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la ruptura de la sonda provoca la separación de la marca emisora y del captador, lo que aumenta 
la intensidad de la fluorescencia (Gelmini y cols., 1997).
4.3. ANTICUERPOS.
4.3.1. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LA CARACTERIZACIÓN DE LA INFECCIÓN.
- Anti-HSV-1: anticuerpo policlonal de conejo (DAKO) que reconoce la mayoría de las 
glicoproteínas presentes en la envuelta viral y varias proteínas de la cápsida. 
- Anti VP16: anticuerpo policonal de conejo (Sigma) que reconoce VP16, una proteína del 
tegumento de HSV-1. 
- Anti-ICP4: anticuerpo monoclonal de ratón (Abcam) que reconoce la proteína 
inmediatamente temprana ICP4 de HSV-1. 
- Anti-gC: anticuerpo monoclonal de ratón (Abcam) que reconoce gC, una glicoproteína de 
la envuelta de HSV-1. 
4.3.2. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LA CARACTERIZACIÓN DEL PROCESO 
AUTOFÁGICO.
- Anti-LC3B: anticuerpo policlonal de conejo (Sigma) que reconoce un epítopo de la región 
interna de la proteína LC3 humana. 
- Anti-MAPLC3: anticuerpo policlonal de cabra (Santa Cruz Biotechnology) que reconoce 
un epítopo de la región interna de la proteína LC3 humana. 
- Anti-LC3: anticuerpo policlonal de conejo (MBL) que reconoce la proteína LC3 
humana. 
4.3.3. ANTICUERPOS QUE RECONOCEN LA PROTEÍNA APP  Y EL PÉPTIDO Aβ.
- Anti-Alzheimer precursor protein A4 (clon 22C11): anticuerpo monoclonal de ratón 
(Millipore) que reconoce un epítopo N-terminal, correspondiente a los aminoácidos 66-81, de 
la proteína APP humana. 
- Anti-APP (C-terminal): anticuerpo policlonal de conejo (Sigma) que reconoce un epítopo 
en el extremo C-terminal del APP humano. 
- Anti-Aβ (6E10): anticuerpo monoclonal purificado de ratón (Signet) que reconoce los 
residuos 1-16 de la secuencia de Aβ humano. 
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- Anti-Aβ (4G8): anticuerpo monoclonal purificado de ratón (Sigma) que reconoce los 
residuos 17-24 de la secuencia de Aβ humano. 
- Anti-Aβ (4-10) (WO-2): anticuerpo monoclonal de ratón (Genetics) que reconoce los 
residuos 4-10 de la secuencia de Aβ humano. 
- Anti-Aβ40: anticuerpo policlonal de conejo (Biosource) que reconoce el péptido Aβ40.
- Anti-Aβ40 (R208): anticuerpo policlonal de conejo que reconoce el péptido Aβ40. El 
anticuerpo fue amablemente cedido por el Dr. P. D. Mehta, del State Institute for Basic Research 
de Nueva York. 
- Anti-Aβ42 (R226): anticuerpo policlonal de conejo que reconoce el péptido Aβ42. El 
anticuerpo fue amablemente cedido por el Dr. P. D. Mehta, del State Institute for Basic Research 
de Nueva York. 
4.3.4. OTROS ANTICUERPOS.
 - Anti Lamina A/C: anticuerpo monoclonal de ratón (BD Transduction Laboratories) que 
reconoce las proteínas humanas de la envoltura nuclear lamina A/C.
- Anti-GFP: anticuerpo policlonal de conejo (Invitrogen) que reconoce la proteína verde 
fluorescente (GFP).
- Anti-tubulina: anticuerpo monoclonal de ratón, clon B-5-1-2 (Sigma), que reconoce un 
epítopo del extremo C-terminal de la isoforma α de la tubulina. 
- Anti-CD63 (H5C6): anticuerpo monoclonal de ratón (Development Studies Hybridome 
Bank) que reconoce la proteína lisosomal CD63 humana.
- Anti-p62/SQSTM1: anticuerpo policlonal de conejo (Sigma) que reconoce un epítopo 
C-terminal de la proteína p62/SQSTM1.
- Anti-EEA1: anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce el antígeno endosomal 
temprano 1 (EEA1).




Las aplicaciones y diluciones de uso de cada anticuerpo están reflejadas en la Tabla 1:
4.3.5. ANTICUERPOS SECUNDARIOS.
En inmunofluorescencia y microscopía confocal se utilizaron los siguientes anticuerpos:
- Anticuerpos marcados con Alexa Fluor 488 que reconocen las inmunoglobulinas IgG 
(H+L) de ratón y conejo (Invitrogen). Se utilizaron a una dilución 1:1000.
- Anticuerpos marcados con Alexa Fluor 555 que reconocen las inmunoglobulinas IgG 






Anti-HSV-1 1/1000 1/5000 
Anti-VP16 1/1000 ----- 
Anti-ICP4 1/200 1/1000 
Anti-gC 1/1000 1/5000 
Anti-LC3B ----- 1/500 
Anti-MAPLC3 1/100 ----- 
Anti-LC3 1/100 ----- 
Anti-APP (22C11) 1/200 1/4000 
Anti-APP (C-terminal) 1/100 1/2000 
Anti-Aβ (6E10) 1/100 1/500 
Anti-Aβ (4G8) 1/100 ----- 
Anti-Aβ (WO-2) ----- 1/1000 
Anti-Aβ40 1/100 ----- 
Anti-Aβ40 (R208) 1/200 ----- 
Anti-Aβ42 (R226) 1/200 ----- 
Anti-Lamina A/C ----- 1/1000 
Anti-GFP ----- 1/1000 
Anti-tubulina ----- 1/20000 
Anti-cd63 1/200 ----- 
Anti-p62/SQSTM1 1/100 ----- 
Anti-EEA1 1/200 ----- 
Anti-CD222 1/100 ----- 
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En los ensayos de inmunomarcado después de transferencia proteica (Western-blot) se 
utilizaron los siguientes anticuerpos:
- Anti inmunoglobulina de ratón acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories): dilución 
utilizada para inmunotransferencia proteica 1/50000. 
- Anti inmunoglobulina de conejo acoplado a peroxidasa (Nordic): dilución utilizada 
para inmunotransferencia proteica 1/25000.
4.4. MÉTODOS DE TRANSFECCIÓN.
4.4.1. PRECIPITACIÓN CON FOSFATO CÁLCICO. Se realizó de acuerdo con el método 
descrito con pequeñas modificaciones (Sambrook, 1989). Muy brevemente, a 1.5 μg de DNA 
plasmídico, disuelto en 23.5 μl de agua se le añadió suavemente 2.5 μl de Cl2Ca 2.5M. Esta 
mezcla se aplicó gota a gota sobre 25.5 μl de tampón HBS 2x (NaCl2 200mM, KCl 10mM, 
Na2HPO4 1.5mM, glucosa 12 mM, HEPES 50 mM pH 7) y se incubó durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Después, la mezcla se añadió sobre las células y se incubó 6 horas tras 
las que se cambió el medio de cultivo por medio fresco y se dejaron las células entre 16 y 24 
horas.
4.4.2. LIPOFECTAMINA. La transfección con el reactivo lipofectamina se llevó a cabo 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen™). Brevemente, se sembraron 
8x105 células SK-N-MC en M-6. Transcurridas 24 horas, se diluyeron el DNA y el reactivo 
lipofectamina (relación 1:4) en Opti-MEM®. Tras 30 minutos de incubación a temperatura 
ambiente, se añadió la mezcla de transfección a cada pocillo y se incubó toda la noche. Al día 
siguiente, se cambió el medio de transfección por medio fresco y se dejaron las células entre 16 
y 24 horas para tratamientos posteriores.
4.4.3. NUCLEOFECCIÓN. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando la tecnología 
Nucleofector de Amaxa biosystems (Cologne, Germany), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, se resuspendieron 4x106 células SK-N-MC en un volumen final de 100 
μl de tampón Nucleofector® y se añadieron 15 μg de DNA. A continuación, las muestras fueron 
transferidas a las cubetas de nucleofección y transfectadas con el programa adecuado para las 
células SK-N-MC (C009). Finalmente, las células fueron sembradas en las placas de cultivo 




En este trabajo se han empleado las siguientes líneas celulares:
- SK-N-MC: línea celular establecida de neuroblastoma humano suministrada por la ATCC 
(American Type Culture Collection) ATCC No. HTB-10.
- SK-LC3: células SK-N-MC que expresan establemente el marcador de autofagosomas 
LC3 como proteína de fusión GFP-LC3.
- SK-APP: células SK-N-MC que expresan establemente la isoforma de APP de 695 
aminoácidos, generadas en nuestro laboratorio (Recuero y cols., 2004). Se emplearon dos líneas 
celulares, SK-C2 y SK-C3 con distintos niveles de sobreexpresión.
Todas estas células se crecieron en monocapa sobre placas de cultivo en medio de Eagle 
modificado (MEM) suplementado con suero fetal bovino (FCS) al 10% descomplementado 
durante 30 minutos a 56ºC, glutamina (2mM), piruvato sódico (1mM) aminoácidos no 
esenciales (alanina, aspártico, glutamina, prolina y asparragina) y una mezcla de antibióticos 
(Estreptomicina y Penicilina G). 
- HEK 293 A: línea celular humana de epitelio embrionario de riñón que expresa las proteínas 
E1 adenovirales, suministrada por Invitrogen™. 
- Hela: línea celular humana procedente de un adenocarcionoma del epitelio del útero 
suministrada por la ATCC. ATCC No. CCl-2.
- Vero: línea celular de epitelio de riñón de mono verde africano suministrada por la ATCC. 
ATCC No. CCL-81. 
Las células se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 
FCS al 10% descomplementado durante 30 minutos a 56ºC, glutamina (2 mM), aminoácidos no 
esenciales, piruvato sódico (1mM) y gentamicina.
Las células se cultivaron a 37ºC en una atmósfera humificada con CO2 al 7%.
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4.6. GENERACIÓN DE HERRAMIENTAS PARA LA MONITORIZACIÓN DE LA 
AUTOFAGIA.
4.6.1. GENERACIÓN DE UNA LÍNEA CELULAR ESTABLEMENTE TRANSFECTADA 
QUE EXPRESA LA PROTEÍNA DE FUSIÓN GFP-LC3.
Las células SK-N-MC cultivadas en una placa P100 al 80% de confluencia se transfectaron 
con el plásmido de expresión GFP-LC3 (pEGFP-LC3, cedido amablemente por el Dr. N. 
Mizushima del National Institute for Basic Biology, Osaka, Japón y Dr. T. Yoshimori del Re-
search Institute for Microbial Diseases, Osaka, Japón) (Kabeya y cols., 2000), mediante el mé-
todo de precipitación con fosfato cálcico (Sambrook, 1989) durante 15 horas. Pasado este tiem-
po, se sustituyó el medio por medio completo y, 6 horas después, las células fueron sometidas 
a las diluciones 1:2, 1:10, 1:100 y 1:1000 sobre placas P100. Cumplidas 24 horas, las células 
que expresaban GFP-LC3 fueron seleccionadas por el tratamiento con el antibiótico geneticina. 
Se realizaron cambios de medio cada 3 ó 4 días, añadiendo siempre el antibiótico de selección. 
Las colonias seleccionadas fueron expandidas y la expresión de la proteína de fusión GFP-LC3 
fue analizada por microscopía de fluorescencia, así como por Western Blot (WB). Aquellas 
colonias que sobreexpresaban una mayor cantidad de la proteína, fueron crecidas y establecidas 
como líneas celulares. Finalmente, se seleccionó una colonia y la línea celular establecida se 
denominó SK-LC3.
4.6.2. GENERACIÓN DE UN ADENOVIRUS QUE EXPRESA UN RNA INTERFERENTE 
ESPECÍFICO DE ATG5 HUMANO.
El adenovirus Ad-shATG5 fue generado usando el kit BLOCK-it™ adenoviral RNAi 
expression system (Invitrogen™) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para ello, 
se diseñó un oligonucleótido interferente (shATG5) correspondiente a la región codificante 
63-83 respecto al codón de iniciación del gen ATG5 (Nº de acceso de GenBank BC002699). 
Se construyó un vector que expresaba el shATG5 bajo el control del promotor U6 mediante 
la inserción de pares de oligonucleótidos de DNA anillados en el vector pENTR™/U6 
linearizado (Invitrogen™). Posteriormente, el cassette U6-shATG5 clonado en el vector 
donador pENTR™/U6 fue transferido al vector adenoviral aceptor pAd/BLOCK-iT™-DEST 
para generar el vector pAd-shATG5. A continuación, se transfectaron células HEK 293 A con 
el plásmido pAd-shATG5 utilizando el reactivo lipofectamina™ con el fin de conseguir una 
preparación adenoviral cruda. Posteriormente, el sobrenadante conteniendo adenovirus que 
expresan el shATG5 (Ad-shATG5) fue amplificado mediante infección de células HEK 293 A. 
Los títulos de los adenovirus generados fueron determinados mediante ensayos de titulación en 
placa en la línea celular HEK 293 A. Se usó como control negativo un adenovirus que expresa 
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un shRNA específico para el gen lamina A/C (Ad-shLAM), incluido en el kit BLOCK-iT™ 
adenoviral RNAi expression system (Harborth y cols., 2001). 
4.7. VIRUS E INFECCIÓN.
Para todos los experimentos realizados en este trabajo se utilizó la cepa KOS 1.1 del virus 
HSV-1, amablemente cedida por el Dr. L. Carrasco del Centro de Biología Molecular “Severo 
Ochoa” de Madrid. El HSV-1 fue cultivado, propagado y titulado sobre monocapa de células 
Vero, en un laboratorio de nivel de bioseguridad 2 (P2) y fue almacenado posteriormente a 
-70ºC.
Para algunos experimentos, también se ha utilizado un Sindbis virus que expresa la proteína 
GFP como marcador, amablemente cedido por el Dr. Jose Antonio Esteban (Centro de Biología 
Molecular “Severo Ochoa”. Madrid. España) (Gerges y cols., 2005).
4.7.1. INFECCIÓN CON HSV-1.
 Las células fueron infectadas a diferentes multiplicidades de infección (moi) 
durante diferentes tiempos como se indica en cada experimento. La infección se llevó a cabo 
en medio MEM sin FCS durante 1 hora, para permitir la adsorción del virus y, posteriormente, 
las células se dejaron en medio MEM completo con 2% FCS durante el resto de la infección. 
Alternativamente, la infección también se efectuó en medio MEM al 10% FCS tras comprobar 
que la presencia de FCS no afectaba a la eficiencia de la infección. Los experimentos 
de infección se llevaron a cabo en placas de 24 pocillos (M-24) con cubreobjetos para los 
ensayos de inmunofluorescencia y en placas de 6 pocillos (M-6) para los ensayos de WB.
En los experimentos de infección con el virus Sindbis, las células SK-APP fueron infectadas 
a 37ºC durante 18 ó 48 horas.
4.7.2. TITULACIÓN DE MUESTRAS INFECTADAS.
La infectividad del HSV-1 se valoró mediante el recuento de placas de lisis en monocapa 
de células Vero en medio semisólido (DMEM con 2% FCS y agar al 0.7%), optimizando 
un método descrito previamente (Carrascosa y cols., 1982). Brevemente, las células Vero se 
crecieron en placas M-24 hasta preconfluencia en medio DMEM suplementado con 10% de 
FCS y gentamicina. A estas células, se les añadió una alícuota del lisado celular, para el título 
del virus intracelular, o del medio de cultivo de las células, para el título del virus extracelular. 
Se realizaron diluciones seriadas de orden 10 de las muestras recogidas y se añadieron sobre la 
monocapa de células VERO (150 μl por pocillo) tras retirar el medio de cultivo. Después de una 
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hora de adsorción, se añadió 1 ml por pocillo de medio semisólido y se dejaron incubar a 37ºC. 
Las placas se revelaron a las 48 horas post-infección (h.p.i), por tinción con cristal de violeta 
1% en formaldehido al 5% durante toda la noche. Después de lavar con agua, se procedió al 
recuento de las placas de lisis. El título del virus se expresa en unidades formadoras de placa 
(ufp) por ml.
4.8. TRATAMIENTOS.
- 3-Metiladenina (3-MA). La 3-MA es un inhibidor de la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) de 
clase III, y se utiliza como inhibidor del proceso autofágico. Se obtuvo de Sigma y se solubilizó 
en agua a 10 mg/ml. La concentración final utilizada fue de 10 mM.
- Ácido fosfonoácetico (PAA). El PAA es un inhibidor específico de la DNA polimerasa 
viral, que inhibe el paso de elongación de la síntesis de DNA. Se obtuvo de Sigma y se solubilizó 
en agua a una concentración de 40 mg/ml. La concentración final utilizada fue de 400 μg/ml.
El tratamiento con PAA se realizó incubando las células infectadas con el inhibidor después 
de la hora de adsorción viral y manteniéndolo hasta el final de la infección.
- Brefeldina A. La brefeldina A es un agente que bloquea el transporte de proteínas entre el 
retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, inhibiendo la secreción de proteínas. Se obtuvo de 
Sigma y se solubilizó en etanol a 5 mg/ml. La concentración final utilizada fue de 5 μg/ml.
- Cicloheximida (CHX). Inhibidor de la síntesis de proteínas. Se obtuvo de CALBIOCHEM. 
Se solubilizó en metanol a una concentración de 10 mg/ml y la concentración final utilizada fue 
de 10 μg/ml.
- Cloruro amónico (NH4Cl). Agente alcalinizante que neutraliza el pH lisosomal. 
Se obtuvo de Merck y se solubilizó en agua a 2 M. La concentración final utilizada fue de 
20 mM.
- Earle’s balanced salt solution (EBBS). La privación nutricional se simuló incubando las 
células con EBBS durante los tiempos indicados en cada experimento. 
- Heparina. Análogo estructural del heparán sulfato con el que se consigue reducir la 
eficiencia de la infección. Se obtuvo de Sigma. Fue solubilizado en agua a una concentración 
de 1 mg/ml y se utilizó a una concentración final de 10 μg/ml.
El tratamiento se realizó incubando las células con la heparina durante la hora de adsorción 




- Leupeptina. La leupeptina es un inhibidor de las serina y tiol proteasas lisosomales. Se 
obtuvo de Roche y se solubilizó en agua a 10 mM. La concentración final utilizada fue de 0.1 
mM.
- Rapamicina. La rapamicina es un activador de la autofagia. Se obtuvo de Sigma y se 
solubilizó en DMSO a 10 mg/ml. La concentración final utilizada fue de 0.2 μg/ml.
- Xantina-Xantina oxidasa (XXO). Con el fin de inducir estrés oxidativo, los cultivos 
celulares fueron incubados simultáneamente con xantina (10 µM) y xantina oxidasa 
(50 miliunidades/ml) durante los tiempos indicados en cada experimento.
4.9. PREPARACIÓN DE MUESTRAS CELULARES.
4.9.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS TOTALES DE PROTEÍNAS.
Las células se recogieron de la placa de cultivo y se lavaron con PBS por centrifugación 
a 800 x g durante 5 minutos. El lisado celular se obtuvo resuspendiendo el sedimento celular 
en tampón de lisis RIPA (NaCl 150mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NP-40 1%, SDS 0.1%, 
desoxicolato sódico 0.2%) suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas a una 
concentración de 25 x 106 células/ml de tampón. Los lisados se incubaron a 4ºC durante 30 
minutos y se centrifugaron a 12000 x g en una microcentrífuga durante 15 minutos a 4ºC. Se 
recogió el sobrenadante con las proteínas solubilizadas por el tampón de lisis y se congeló a 
-20ºC hasta su utilización, separando una alícuota para valorar la concentración de proteínas.
Para el análisis de la proteína LC3 endógena, el lisado celular se obtuvo resuspendiendo el 
sedimento celular en un tampón de lisis conteniendo NaCl 400 mM,  Tris-HCl 50 mM pH7.6, 
SDS 1%, EGTA 1 mM y EDTA 1 mM. Los lisados se incubaron durante 15 minutos a 95ºC 
en agitación y posteriormente se centrifugaron a 12000 x g en una microcentrífuga durante 15 
minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante con las proteínas solubilizadas por el tampón de lisis 
y se congeló a -20ºC hasta su utilización, separando una alícuota para valorar la concentración 
de proteínas.
4.9.2. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS.
La cuantificación de la concentración de proteínas de los lisados celulares se realizó 
mediante el método BCA (Pierce), utilizando como patrón diluciones seriadas de albúmina de 
suero bovina (BSA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.9.3. OBTENCIÓN DE MEDIOS CONDICIONADOS DE LOS CULTIVOS CELULARES.
El medio condicionado (10 ml de medio por placa P100 ó 2 ml de medio por pocillo de placa 
M-6) se centrifugó a 800 x g durante 5 minutos. Los sobrenadantes obtenidos suplementados con 
un cocktail de inhibidores de proteasas fueron concentrados 10 veces mediante liofilización y 
reconstituidos en tampón PBS 1x. Posteriormente, se congelaron a -70ºC hasta su utilización.
4.10. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS.
4.10.1. INMUNOMARCADO DESPUÉS DE ELECTROTRANSFERENCIA PROTEICA 
(WESTERN-BLOT).
4.10.1.1. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS 
(SDS-PAGE).
La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizó 
según el método discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970). Se utilizaron geles concentradores 
del 3% y geles separadores de poliacrilamida de porcentaje variable en función del peso 
molecular de las proteínas a analizar. Como tampón de muestra se utilizó Tris-HCl 25mM pH 
6.3, glicerol 10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0.01%. Como patrones 
de peso molecular se utilizaron los marcadores preteñidos Precision Plus Protein™ Standards 
de Bio-Rad (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 y 10 kDa).
4.10.1.2. Electrotransferencia proteica.
Las proteínas resueltas en geles de polacrilamida-SDS se transfirieron a una membrana 
de nitrocelulosa (Bio-Rad) con un tamaño de poro de 0.45 μm con una corriente de 5.5 
mA/cm2 mediante el método de transferencia electroforética semi-seca. Para el WB de la proteína 
LC3 endógena, las proteínas se transfirieron a una membrana de Inmobilon (Millipore) con un 
tamaño de poro de 0.2 μm, previamente activada con metanol durante un minuto, mediante 
el método de transferencia electroforética líquida con una corriente de 1.7 mA/cm2 durante 
toda la noche. Después de visualizar las proteínas transferidas mediante la tinción con rojo 
Ponceau S, se saturó la membrana durante toda la noche a 4ºC en PBS-leche 5% Tween-20 




4.10.1.3. Inmunodetección y revelado.
La membrana de nitrocelulosa o Inmobilon se incubó con los distintos anticuerpos 
primarios a las diluciones adecuadas en tampón de dilución de anticuerpo (PBS-leche 1% y 
Tween-20 al 0.1% o PBS-BSA 1% y Tween-20 al 0.1% según el anticuerpo utilizado) durante 
2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó la membrana 3 veces con tampón de 
lavado (PBS-Tween-20 0.05%) y se incubó 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo 
secundario adecuado unido a POD, diluido 1:50.000 en tampón de dilución de anticuerpo. Tras 
tres lavados con tampón de lavado, la señal de los anticuerpos se reveló utilizando el reactivo 
quimiolumniscente intensificado ECL (Amsersham Bioscience). Posteriormente, se cuantificó 
la intensidad las bandas resultantes mediante densitometría (densitómetro GS-710 “Calibrated 
Imaging Densitometer” de BioRad). 
4.10.2. INMUNOCITOQUÍMICA.
Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos sin tratar. La fijación de las células se 
realizó con paraformaldehído al 4% en tampón fosfato durante 20 minutos. Posteriormente, 
las células se lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos. Después de ser fijadas, las células 
se permeabilizaron y bloquearon durante toda la noche a 4ºC con una solución de bloqueo 
compuesta por 0.2% Tritón X-100 y 2% suero de caballo en PBS (pH 7.4). Pasado este tiempo, 
se incubaron con el primer anticuerpo, diluido en solución de bloqueo, durante 1 hora y media 
a temperatura ambiente. A continuación, se realizaron 3 lavados con solución de bloqueo de 
10 minutos cada uno y se añadieron los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 y 
555 (diluidos en solución de bloqueo) durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Transcurrido el tiempo de incubación se hicieron 3 lavados de 10 minutos en PBS y se incubaron 
los cubreobjetos con DAPI (5 μg/ml) durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, 
para realizar la tinción de los núcleos. Posteriormente, se lavaron los cubreobjetos con agua y 
se deshidrataron de forma gradual con etanol al 25%, 50%, 75% y 100%. Los cubreobjetos, una 
vez deshidratados, se montaron sobre portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia 
Mowiol® (Sigma).
Las muestras se visualizaron en un microscopio invertido de fluorescencia Zeiss 
Axiovert200, utilizando objetivos de 63x y 100x. Para el análisis confocal de las muestras se 
utilizó un microscopio de Barrido Láser confocal LSM510 META acoplado a un microscopio 
invertido Axiovert200 (Zeiss), utilizando objetivos de 63x y 100x
Para adquirir las imágenes se utilizó una cámara SPOT RT Slider (Diagnostic), empleando 




4.10.3. ENSAYO ELISA PARA CUANTIFICACIÓN DEL PÉPTIDO Aβ SECRETADO E 
INTRACELULAR.
Para los ensayos de ELISA, las células SK-C2 o SK-C3 fueron infectadas con HSV-1 y se 
cuantificaron los niveles de Aβ40 y Aβ42 en los medios condicionados y en los lisados celulares 
mediante un kit de ELISA sándwich comercial (Biosource), según el protocolo del fabricante. 
Brevemente, se preparó la curva patrón de Aβ40 y Aβ42 a partir de una solución de Aβ40 
y Aβ42 a concentraciones conocidas. El medio condicionado fue tratado con inhibidores de 
proteasas y concentrado 10 veces. Los lisados se obtuvieron a partir de células resuspendidas en 
tampón de lisis (0.5% Tritón X-100, 2.5 mM EDTA en PBS) y sonicadas durante 30 segundos. 
Posteriormente, se incubaron las muestras en placas de ELISA preadsorbidas con un anticuerpo 
monoclonal de ratón específico para el extremo N-terminal de Aβ (anticuerpo de captura), y, 
a continuación, con un anticuerpo de conejo que reconoce específicamente el péptido Aβ40 o 
el péptido Aβ42. Posteriormente, se incubó con un anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a 
peroxidasa que produce una señal colorimétrica. Se determinó la absorbancia a una longitud de 
onda de 450 nm transcurridos 30 minutos. Se calcularon los valores absolutos de las muestras 
por extrapolación a partir de la recta patrón, expresados en picogramos de Aβ40 y Aβ42 por ml 
de medio incubado o por miligramo de proteína. Los datos fueron analizados estadísticamente 
con un test de Student desapareado de dos colas.
4.11. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA.
Se llevó a cabo una fijación de las células en placa para una inclusión convencional. 
Para ello, las células fueron fijadas en la placa de cultivo en tampón fosfato 0.1 M pH 7.4 
conteniendo paraformaldehído 4% + glutaraldehído 2% durante una hora a temperatura 
ambiente. A continuación, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en tampón fosfato 0.1 M 
pH 7.4. Posteriormente, se fijaron de nuevo las células en tetróxido de osmio 1% conteniendo 
ferrocianuro potásico 1% en agua durante una hora a 4ºC. Después de 3 lavados durante 5 minutos 
en agua destilada, las células se incubaron en tampón fosfato 0.1 M pH 7.4 conteniendo ácido 
tánico 0.15 %. Después de 3 lavados con agua destilada, las células se incubaron con acetato 
de uranilo 2% en agua durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, 
se llevó a cabo la deshidratación de las muestras en un gradiente de etanol (50%-100%) y su 
inclusión en Epón completo durante dos días a 60ºC. Después de seleccionar al microscopio 
óptico áreas de 3-4 mm, se vuelven a polimerizar sobre bloque de Epon y son cortadas en 




4.12. ENSAYO DE ACTIVIDADES α-, β-, Y γ-SECRETASAS.
Las actividades α-, β- y γ- secretasas se determinaron usando un ensayo comercial 
fluorescente siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Inc). La actividad 
secretasa se testó mediante la adición de un péptido específico para la correspondiente actividad 
secretasa conjugado con las moléculas marcadoras EDANS y DABCYL, de forma que la pro-
teólisis del péptido por la secretasa separa ambas moléculas marcadoras permitiendo la emisión 
de fluorescencia. El nivel de actividad enzimática secretasa del cultivo es proporcional a la 
reacción fluorimétrica. Brevemente, se lisaron 5x106 SK-N-MC o SK-APP en 100 μl de tampón 
de extracción. Después de 30 minutos de incubación en hielo, se centrifugaron los extractos a 
13000 x g durante 1 minuto. Posteriormente, se cuantificó la concentración de proteína de los 
lisados mediante el método BCA. A continuación, se mezclaron 100 μg de los lisados celulares 
(en un volumen de 50 μl) con el tampón de reacción 2x y el péptido fluorescente. Se incubaron 
las placas a 37ºC en la oscuridad durante 2 horas y se registró la fluorescencia en un fluorímetro 
de placa Infinite® 200 (Tecan Trading AG).
4.13. ENSAYO DE DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS DE VIDA MEDIA LARGA.
Se sembraron células SK-N-MC en placas M-24 y se incubaron en medio con 60 μM de 
leucina no marcada y  3H-leucina (1µCi/ml) durante 24 horas. Posteriormente, se lavaron las 
células con PBS para eliminar la leucina no incorporada y se incubaron en medio con 2 mM 
leucina no marcada durante 24 horas para permitir la degradación de las proteínas de vida media 
corta. Posteriormente, las células fueron tratadas con distintos estímulos y/o infectadas con HSV-
1 a distintas moi durante diferentes tiempos. Transcurrido este tiempo, se recogió una alícuota 
del sobrenadante y se sometió a precipitación con ácido tricloroacético (TCA) mediante la 
adición de TCA al 10%. A continuación, se centrifugaron los sobrenadantes durante 10 minutos 
a 12000 x g y se midió la radiactividad soluble correspondiente a los aminoácidos resultantes 
de la degradación con un contador de centelleo. En paralelo, las células se fijan en TCA al 10% 
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras celulares se solubilizaron con NaOH 
0.2 N/0.4 % desoxicolato sódico y, finalmente, se midió la radiactividad celular con un contador 
de centelleo. Se calculó la degradación de proteínas como el porcentaje de la radiactividad 
soluble en TCA del medio de cultivo respecto a la radiactividad total (radiactividad soluble + 
radiactividad insoluble de las células).
4.14. ENSAYO DE SECRECIÓN DE PROTEÍNAS. 
Los niveles de secreción de proteínas se determinaron usando un ensayo comercial 
luminiscente (Gaussia Luciferase Assay Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante 
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(BioLabs, Inc). Este ensayo se basa en las propiedades de la enzima luciferasa de Gaussia 
princeps (GLuc), que es naturalmente secretada tras su síntesis (Badr y cols., 2007). Esta 
luciferasa, que no requiere ATP, cataliza la oxidación del sustrato coelenterazina en una reacción 
que emite luz (470 nm). Brevemente, se transfectó el plásmido control pCMV-Gluc, que contiene 
la secuencia “humanizada” codificante para la luciferasa secretada, en células SK-N-MC y 
SK-APP. Transcurridas 24 horas, las células fueron infectadas con HSV-1 durante distintos 
tiempos. Posteriormente, se mezcla 1μl del medio condicionado de la muestra con el tampón de 
reacción y el sustrato y se transfirió a una placa M-96. Finalmente, se registró la luminiscencia 
en un luminómetro de placa Infinite® 200 (Tecan Trading AG). El nivel de actividad enzimática 
luciferasa del sobrenadante del cultivo es proporcional a la reacción lumínica, y por tanto, a los 
niveles de la proteína reportera GLuc secretada.
4.15. CUANTIFICACIÓN DE DNA MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA (PCR).
4.15.1. EXTRACCIÓN DE DNA.
Las células infectadas se recogieron de la placa y se lavaron con PBS por centrifugación a 
800 x g durante 5 minutos. La extracción del DNA del sedimento celular se realizó utilizando 
un ensayo comercial de acuerdo con las instrucciones del fabricante (QIAamp® DNA Mini Kit; 
QIAGEN).
4.15.2. CUANTIFICACIÓN DE DNA VIRAL.
El DNA viral extraído de células infectadas, como se indicó en el apartado anterior, se 
cuantificó mediante la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real, empleando el sistema 
ABI Prism 7900HT SD system (Applied Biosystems) usando un ensayo Custom Taqman 
específico para una secuencia correspondiente al gen viral US12. Para ello, se empleó la sonda 
específica Taqman-MGB® (5´-3´) AGGCGGCCAGAACC. Se utilizó una escala adecuada de 
concentración de virus para optimizar la curva estándar. La cuantificación del DNA genómico 
humano se llevó a cabo usando un ensayo específico del gen GAPDH (código: Hs99999905_
m1, Applied Biosystems). Los resultados de la cuantificación se realizaron por triplicado y se 
expresan como número de copias de DNA viral por nanogramo de DNA genómico. 
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4.16. CUANTIFICACIÓN DE RNA MENSAjERO POR TRANSCRIPCIÓN REVERSA 
SEGUIDA DE PCR (RT-PCR) CUANTITATIVA.
4.16.1. AISLAMIENTO DE RNA TOTAL.
Las células infectadas se recogieron de la placa y se lavaron con PBS por centrifugación a 
800 x g durante 5 minutos. La extracción del RNA del sedimento celular se realizó utilizando 
un kit comercial de extracción en columnas High Pure RNA Isolation kit (Roche), siguiendo el 
protocolo indicado por el fabricante. 
Con el fin de valorar la cantidad y calidad del RNA obtenido, se analizaron las muestras en 
el equipo Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies).
4.16.2. RT-PCR CUANTITATIVA.
La RT-PCR cuantitativa se lleva a cabo en dos etapas. La primera etapa es la transcripción 
reversa, que consiste en la síntesis de DNA de doble cadena (cDNA) utilizando como 
molde RNA monocatenario. Para ello se usó el ensayo High Capacity cDNA Archive Kit 
(Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se añaden 0.5 
μg de RNA molde a un volumen final de reacción de 50 μl. Los tubos con la mezcla de reacción 
se sometieron a las siguientes etapas en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 o 9600 
(Perkin-Elmer): 10 minutos a 25ºC y 2 horas a 37ºC. El producto obtenido se mantuvo a -20ºC 
hasta su uso.
La segunda etapa es una PCR cuantitativa a tiempo real. Para la cuantificación del mRNA 
se analizaron 0.5 μl del cDNA obtenido en el ensayo de transcripción reversa. Los ensayos de 
PCR a tiempo real para el mRNA de ATG5 y lamina A/C fueron diseñados con la herramienta 
ProbeFinder (Roche) y se emplearon las sondas Universal ProbeLibrary específicas para 
el mRNA de ATG5 (#38, cat. Nº 04687965001; Roche) y para el mRNA de lamina A/C 
(#14, cat. Nº 04685130001; Roche). El cDNA fue amplificado mediante PCR con primers 
específicos para la secuencia diana: para ATG5, CACCTTGTTTCACGCTATATCAGG 
(directo) y CACTTTGTCAGTTACCAACGTCA (reverso) y para la lamina A/C, 
TCCCTAAACAGCAAGCCATC (directo) y CACAGAATTGTGAAGACAATTACTC 
(reverso). Para realizar la PCR a tiempo real se utilizó un sistema ABI Prism 7900HT SD® 
(Applied Biosystems). Se siguieron las  condiciones de amplificación sumunistradas por el 
proveedor. Las cantidades relativas de ATG5 y lamina A/C se determinaron usando el software 
SDS v.2.1.1. Para la normalización por cantidad de RNA se usó como gen endógeno 18S, ya que 
la expresión de este gen se mantiene constante en todo momento. Se usó un ensayo prediseñado 
MATERIALES Y MÉTODOS
51
específico para el gen 18S humano (código: hs999999_s1, Applied Biosytems). Las reacciones 
fueron desarrolladas en condiciones universales usando la mezcla de reacción Taqman PCR 
(Applied Biosystem). Para excluir potenciales contaminaciones de los reactivos de la RT-PCR 
o de la presencia de DNA genómico, se usaron como controles negativos reacciones sin muestra 
o con RNA (en vez de cDNA), respectivamente.
4.17. ENSAYO DE SILENCIAMIENTO GÉNICO.
Para comprobar la eficiencia del shATG5 diseñado, se sembraron células SK-N-MC 
y HEK 293 A en placas M-6 y en placas M-24 sobre cubreobjetos. Al día siguiente, fueron 
cotransfectadas con un vector de expresión de shATG5 (pENTRy-shATG5) y un vector de 
expresión de ATG5 humano fusionado con GFP (Mizushima y cols., 2001) (cedido amablemente 
por el Dr. Mizushima), usando el reactivo de transfección lipofectamina. Posteriormente, se 
comprobó la eficiencia del silenciamiento del gen ATG5 mediante microscopia de fluorescencia 
y WB utilizando el anticuerpo anti-GFP. 
Una vez generado, amplificado y titulado el adenovirus que expresa shATG5, se transdujeron 
las células SK-N-MC y SK-APP para realizar ensayos de inhibición de la expresión del gen 
ATG5. Para ello, las células se sembraron en placas M-6 y al día siguiente, se transdujeron 
con el Ad-shATG5 a distintas moi. Transcurridas 72 horas, se extrajo el RNA y se cuantificó 
el mRNA de ATG5 mediante transcripción reversa seguida de PCR cuantitativa, como se ha 
descrito en el apartado 4.16.2. La cantidad de mRNA de ATG5 se normalizó con los niveles de 
mRNA de GAPDH humano medidos por RT-PCR.
En paralelo, se comprobó la eficiencia del adenovirus control Ad-shLAM generado. Para 
ello, se transdujeron las células SK-N-MC y SK-APP sembradas en M-6 a distintas moi durante 
72 horas. Transcurrido este tiempo, se analizaron los lisados celulares mediante WB utilizando 
un anticuerpo que reconoce la proteína lamina A/C.
4.18. ANÁLISIS ESTADÍSTICO.
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa Microsoft Excel. Todos los 
datos se expresan como la media ± el error estándar de la media o la desviación estándar de la 
media. Se utilizó el test de Student de dos colas para evaluar diferencias entre dos grupos en las 
que se ha analizado si tienen varianzas iguales o distintas mediante la prueba F. Se establece que 







5.1. HSV-1 INDUCE UNA RESPUESTA AUTOFÁGICA INCOMPLETA EN CÉLULAS 
DE NEUROBLASTOMA HUMANO.
5.1.1. GENERACIÓN DE HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DEL PROCESO 
AUTOFÁGICO.
5.1.1.1. Generación y caracterización de líneas establemente transfectadas que expresan 
la proteína de fusión GFP-LC3.
La disposición de un vector de expresión del marcador de autofagosomas, LC3, en 
forma de proteína de fusión con GFP (GFP-LC3), constituye una excelente herramienta 
para la monitorización del proceso de autofagia. La iniciación de un proceso autofágico in-
duce la unión de LC3-I a fosfatidiletanolamina dando lugar a la forma LC3-II, que presenta 
una movilidad electroforética distinta, y la movilización de LC3-II desde el citoplasma a la 
membrana de las vesículas autofágicas. Estos dos efectos permiten la monitorización de la 
autofagia mediante WB e inmunocitoquímica. Por ello, se generaron líneas celulares de origen 
neuronal que sobreexpresan de manera estable la proteína LC3 en forma de proteína de fusión 
GFP-LC3. 
Las células de neuroblastoma humano SK-N-MC fueron transfectadas establemente 
con la construcción GFP-LC3 mediante el método de precipitación con fosfato cálcico. Se 
seleccionaron varias colonias por su resistencia al antibiótico geneticina y, finalmente, una 
de ellas fue expandida y establecida como línea celular a la que se le denominó SK-LC3. En 
primer lugar, con el objetivo de caracterizar dicha línea, se analizó el efecto de la privación de 
nutrientes, un inductor clásico de la autofagia mediante microscopía de fluorescencia y WB. 
Como se muestra en la figura 1A, la fluorescencia presenta un patrón difuso en el cultivo control, 
que corresponde a la localización de la proteína GFP-LC3-I en el citoplasma. En respuesta a la 
privación de nutrientes, la conversión de GFP-LC3-I en GFP-LC3-II se pone de manifiesto por 
la aparición de un patrón de marcaje punteado correspondiente a la acumulación de vesículas 
autofágicas. 
Asimismo, la presencia de vesículas autofágicas en respuesta a la privación nutricional 
fue claramente detectada por WB al revelarse un aumento en los niveles de la forma 
GFP-LC3-II (Figura 1A). La relación de los niveles de GFP-LC3-II respecto a los niveles tota-
les de GFP-LC3 (GFP-LC3-I + GFP-LC3-II) es un parámetro cuantitativo muy utilizado para 
la cuantificación de la autofagia. El análisis densitométrico de las bandas de GFP-LC3 muestra 
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Figura 1. Detección de vesículas autofágicas en la línea celular SK-LC3. Las células SK-LC3 fueron incubadas 
con medio EBBS en ausencia de FCS y aminoácidos durante 4 horas (A) o con una mezcla de leupeptina y 
cloruro amónico (NH
4
Cl) (B) y analizadas mediante microscopía de fluorescencia y WB con un anticuerpo 
anti-GFP. Se utilizó el reactivo DAPI para la tinción de los núcleos. Las gráficas representan la relación de los 
niveles de GFP-LC3-II respecto a GFP-LC3 total calculada a partir de los datos densitométricos. 
Para continuar la caracterización de la línea SK-LC3 generada, se analizó el efecto de 
los inhibidores lisosomales. La ejecución del proceso autofágico conlleva la fusión de los 
autofagosomas con los lisosomas y, por tanto, la degradación de las proteínas y contenidos 
citoplasmáticos. Así, la inhibición de la función lisosomal induce la acumulación de 
vesículas autofágicas. Las células SK-LC3 fueron cultivadas en presencia de una mezcla de 
que la privación de nutrientes incrementa notablemente esta relación. De esta forma, los resul-
tados de WB y microscopía de fluorescencia demuestran que la línea SK-LC3 responde a la 
activación del proceso autofágico.
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leupeptina, inhibidor de las serina y tiol proteasas lisosomales, y cloruro amónico, un agente 
lisosomotrópico que neutraliza el pH lisosomal. Mediante microscopía de fluorescencia, se 
observa que el tratamiento con inhibidores lisosomales provoca una acusada acumulación de 
vesículas autofágicas como revela el patrón punteado de la fluorescencia. Además, se cuantificó 
la acumulación de vesículas autofágicas mediante el análisis por WB de los lisados de las 
células SK-LC3 tratadas con inhibidores lisosomales y se comprobó que el tratamiento provoca 
un aumento de los niveles de GFP-LC3-II respecto a las células sin tratar (Figura 1B).
Todos estos resultados indican que la línea celular SK-LC3 generada constituye una 
excelente herramienta para el estudio del proceso autofágico.
5.1.1.2. Generación de un adenovirus que expresa un RNA interferente específico de ATG5 
humano (Ad-shATG5).
En el proceso autofágico, Atg5 es una proteína clave e imprescindible para la correcta 
formación de los vesículas autofágicas (Mizushima y cols., 2001). Con el fin de disponer de 
una herramienta específica para la inhibición de la autofagia, se generó un vector adenoviral 
que expresa un RNA interferente específico de ATG5 (Ad-shATG5).
Antes de comenzar la generación del Ad-shATG5, se realizaron transfecciones transitorias 
con las construcciones que expresaban shATG5 para hacer un screening inicial de la eficiencia 
del silenciamiento del gen ATG5. En la figura 2, se muestra un experimento donde las distintas 
construcciones que contienen el shATG5 fueron cotransfectadas con un plasmido de expresión 
de GFP-Atg5 en células HEK 293 A y SK-N-MC. La proteína GFP-Atg5 fue detectada con 
un anticuerpo anti-GFP. El análisis por WB demuestra que los 3 clones aislados producen una 
disminución de la banda GFP-Atg5 en células SK-N-MC y HEK 293 A, indicando la eficiencia 
del RNA de interferencia (Figura 2A). La representación, a partir de los datos densitométricos, 
del porcentaje de expresión de GFP-Atg5 en las células HEK 293 A y SK-N-MC, reveló que los 
3 clones seleccionados producen un silenciamiento de la expresión de GFP-Atg5, obteniéndose 
más de un 80% de inhibición con la colonia 3 que fue seleccionada para la generación del 
adenovirus Ad-shATG5 tal y como se describe en el apartado 4.5.2 de Materiales y Métodos 
(Figura 2B). Finalmente, se determinó el título del Ad-shATG5 en células HEK 293 A que fue 
de 2,8 x 106 pfu/µl.
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Figura 2. Silenciamiento de la expresión de GFP-Atg5 con shATG5. A) Análisis por WB utilizando un 
anticuerpo anti-GFP del silenciamiento de GFP-Atg5 en células HEK 293 A y SK-N-MC cotransfectadas con 
1. GFP-Atg5 y pcDNA3, 2. GFP-Atg5 y shATG5 colonia 1, 3. GFP-Atg5 y shATG5 colonia 2 y 4. GFP-Atg5 
y shATG5 colonia 3. B) Cuantificación de la expresión de GFP-Atg5 a partir de los datos densitométricos. Los 
resultados se expresan como el porcentaje de expresión de GFP-Atg5 respecto a las células cotransfectadas con 
pcDNA3 y GFP-Atg5.
Para comprobar la eficiencia de inhibición del Ad-shATG5, se realizó un experimento 
donde se transdujeron células SK-N-MC con el Ad-shATG5 a distintas moi (moi 0.8, 2, 
4, 8 y 16) durante 72 horas. Pasado este tiempo, se aisló el RNA celular y se realizó una 
RT-PCR cuantitativa para determinar los niveles de mRNA de ATG5. Los valores normalizados 
mostraron que había una disminución significativa de los niveles de mRNA de ATG5 en células 
transducidas con Ad-shATG5 respecto a los niveles encontrados en células sin transducir. En la 
figura 3, se representan los porcentajes de expresión de mRNA de ATG5 respecto a las células 
sin transducir (mock) a las distintas moi utilizadas de Ad-shATG5. La gráfica revela como a 72 
horas una moi 0,8 de Ad-shATG5 produce una disminución del 65% de la expresión del mRNA 
de ATG5. La inhibición de la expresión es mayor a medida que aumentamos la multiplicidad de 
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del mRNA endógeno de ATG5. Estos resultados indican que el Ad-shATG5 constituye una 
































Figura 3. Inhibición de la expresión de 
ATG5 endógeno con Ad-shATG5. Las 
células SK-N-MC se transdujeron con 
Ad-shATG5 a distintas mois (0.8, 2, 4, 8 y 
16) durante 72 horas. La gráfica representa 
la cuantificación relativa mediante RT-PCR 
de los niveles de mRNA de ATG5 respecto 
a las células sin transducir (mock)
En paralelo, se generó un adenovirus que expresaba un RNA de interferencia específico del 
gen humano de la lamina A/C para utilizarlo como control en los experimentos (Ad-shLAM). 
La lamina A/C es un componente estructural de la envoltura nuclear y no es esencial para la 
viabilidad celular (Harborth y cols., 2001). Se determinó el título del Ad-shLAM en células 
HEK 293 A que fue de 5x106  ufp/µl.
Para comprobar la eficiencia del Ad-shLAM generado, las células SK-N-MC se transdujeron con 
el Ad-shLAM a distintas moi (moi 5, 10, 20, 40 y 80) durante 72 horas. Posteriormente, se 
analizaron mediante WB los niveles de lamina A/C en los lisados celulares utilizando un 
anticuerpo específico. En todos los casos se obtuvo una disminución cercana al 90% en la expresión 




































Figura 4. Silenciamiento del gen de la lamina A/C con Ad-shLAM. A) Análisis mediante WB, utilizando el 
anticuerpo anti-lamina A/C, de la inhibición de la expresión de la lamina A/C en células SK-N-MC transducidas 
a distintas moi con Ad-shLAM durante 72 horas. Se muestra el WB de tubulina como control de carga de 
proteína. B) Cuantificación de los niveles de lamina A/C utilizando los datos densitométricos del WB. Los datos 
se expresan como el porcentaje de expresión de lamina A/C respecto a las células sin transducir (mock).
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5.1.2. INDUCCIÓN DE UN PROCESO AUTOFÁGICO EN CÉLULAS SK-LC3.
Se inició la caracterización de la autofagia en células SK-LC3 infectadas con HSV-1 
analizando el marcador de autofagia LC3. El análisis por WB de la proteína LC3 es el método 
más utilizado en la literatura para monitorizar la autofagia (Mizushima, 2004). 
En primer lugar, se estudió si la infección con HSV-1 inducía la lipidación de GFP-LC3 en 
las células SK-LC3. Para ello, se analizaron por WB los lisados de células SK-LC3 infectadas 
durante 8 y 18 horas con HSV-1. Los resultados revelan que, mientras en células sin infectar 
no se detecta la aparición de GFP-LC3-II a ninguno de los tiempos analizados, la infección con 
HSV-1 induce el aumento de los niveles de GFP-LC3-II de una forma dependiente de tiempo 
y de dosis viral (Figura 5A). La densitometría de las bandas de GFP-LC3 permite concluir que 
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Figura 5. HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas en las células SK-LC3. A) Análisis mediante 
WB con el anticuerpo anti-GFP de células SK-LC3 infectadas a una moi de 1 y 10 ufp por célula durante 8 y 18 
horas. Se muestra el WB de tubulina como control de carga de proteína. También se muestra la representación 
de los niveles de GFP-LC3-II respecto a los niveles de GFP-LC3 totales a partir de los datos densitométricos. 
Se muestra un experimento representativo de cinco realizados. B) Imágenes de microscopía de fluorescencia 
de células SK-LC3 control e infectadas con HSV-1 (moi 1 y 10 ufp por célula) durante 8 y 18 horas. Las 
células infectadas se identificaron con un anticuerpo anti-HSV-1 que reconoce varias glicoproteínas virales. 
Magnificación original 63x.
Para comprobar que el aumento de GFP-LC3-II cursaba con una acumulación de vesículas 
autofágicas, las células SK-LC3 infectadas con HSV-1 fueron analizadas por microscopía de 
fluorescencia. El análisis de la distribución de GFP-LC3 reveló que HSV-1 produce un patrón 
de marcaje vesicular de GFP-LC3, característico de compartimentos autofágicos, claramente 
diferenciable del patrón citosólico de las células sin infectar. Además, todas las células que 
contenían estructuras GFP-LC3 positivas estaban infectadas con HSV-1, como reveló la 
inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-HSV-1, que reconoce diferentes glicoproteínas 
virales (Figura 5B).
Continuando con la caracterización del proceso autofágico inducido por HSV-1, se llevó a 
cabo un estudio temporal de la aparición de GFP-LC3-II mediante WB. El análisis densitométrico 
de los datos reveló que GFP-LC3-II se acumula de una forma dependiente de tiempo en las 
células SK-LC3, indicando que el virus induce la movilización progresiva de GFP-LC3-II a las 
vesículas autofágicas a partir de 6 h.p.i (Figura 6). 
Figura 6. HSV-1 induce la acumulación de LC3-II de una forma dependiente del tiempo de infección. 
A) Las células SK-LC3 se infectaron con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula a distintos tiempos (6, 8, 10, 
12 y 18 horas) y se detectó la formación de GFP-LC3-II mediante WB utilizando un anticuerpo anti-GFP. B) 
Representación de la relación de los niveles de GFP-LC3-II respecto a GFP-LC3 total en los distintos tiempos de 
infección a partir de los datos densitométricos.



























Con el fin de corroborar que la infección con HSV-1 provocaba específicamente la 
acumulación de vesículas autofágicas, se realizaron experimentos con dos inhibidores virales: 
PAA, un inhibidor de la DNA polimerasa viral, y heparina, un inhibidor de la entrada del virus en 
la célula. En la figura 7A, se muestra que el tratamiento de las células SK-LC3 con la heparina 
revierte completamente el incremento de la inmunorreactividad de GFP-LC3-II inducido por la 
infección con HSV-1, mientras que el tratamiento con PAA no afecta a este proceso. Además, 
ensayos de microscopía de fluorescencia, confirmaron los resultados del WB ya que la heparina, 
pero no el PAA, previene la formación de las estructuras vesiculares GFP-LC3 positivas 
inducidas por HSV-1 (Figura 7B). En conjunto, estos resultados indican que la acumulación 
de GFP-LC3 observada en las células SK-LC3 está causada específicamente por la infección 




























Figura 7. La inhibición de la infección 
con HSV-1 bloquea la acumulación 
de vesículas autofágicas. Las células 
SK-LC3 fueron tratadas con heparina o 
PAA e infectadas con HSV-1 a una moi 
de 1 y 10 ufp por célula durante 18 horas. 
Se detectó la proteína de fusión GFP-LC3 
mediante WB empleando un anticuerpo 
anti-GFP (A) y mediante microscopía de 
fluorescencia (B). Se muestra el WB de tubulina como control de carga de proteína. La gráfica muestra los niveles 
de GFP-LC3-II normalizados por tubulina. El tratamiento con heparina inhibe el incremento de GFP-LC3-II y 
la aparición de vesículas autofágicas inducido por la infección con HSV-1. Por el contrario, el PAA no afecta 
a este proceso. Se muestra un experimento representativo de cinco realizados. Magnificación original 63x.
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La cicloheximida es una droga ampliamente utilizada en virología para determinar si un 
proceso es dependiente de la síntesis de proteínas virales. El tratamiento con cicloheximida de 
las células SK-N-MC infectadas con HSV-1 inhibió completamente la acumulación de vesículas 
autofágicas como se observó en los experimentos de inmunofluorescencia (Figura 8A). La 
cicloheximida también previno la acumulación de la glicoproteína viral gC comprobando, de 
esta forma, la efectividad de la droga. El análisis mediante WB confirmó este resultado, ya que 
el tratamiento con este inhibidor de la síntesis de proteínas, disminuyó la inmunorreactividad 
de GFP-LC3-II a los mismos niveles de las células sin infectar (Figura 8B).
Figura 8. Efecto de la cicloheximida sobre la acumulación de GFP-LC3-II en células SK-LC3 infectadas 
con HSV-1. Las células SK-LC3 infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas y 
tratadas con cicloheximida (CHX) fueron analizadas mediante inmunofluorescencia (A) y WB (B). La infección 
se monitorizó utilizando un anticuerpo específico de la glicoproteína gC de HSV-1. Se muestra el WB de tubulina 
como control de carga de proteína. Magnificación original 63x.
Estos resultados demuestran que la acumulación de vesículas autofágicas es dependiente de 
la síntesis de proteínas virales pero no de la replicación de HSV-1, indicando que la expresión 
de los genes tardíos, que es dependiente de la síntesis de DNA viral, no es requerida para 
producir este efecto.
Con el objetivo de asegurar que HSV-1 estaba induciendo un proceso autofágico, 
se comprobó el efecto de inhibidores específicos de autofagia sobre la acumulación de las 
vesículas autofágicas. Para ello, se utilizó un inhibidor farmacológico de las etapas tempranas 
de la autofagia, 3-MA y el adenovirus descrito en el apartado 5.1.1.2 de Resultados que expresa 















muestran que el tratamiento con 3-MA y el Ad-shATG5 revierten casi completamente la 
acumulación de vesículas autofágicas inducida por la infección con HSV-1 (Figura 9A). Además, 
el Ad-shATG5 también previene la modificación postraduccional de GFP-LC3 inducida por 
HSV-1 en las células SK-LC3 (Figura 9B). Los resultados obtenidos con inhibidores del proceso 
autofágico confirman que HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas auténticas en 
las células SK-LC3.  
Figura 9. Ad-shATG5 inhibe la acumulación de LC3-II inducida por HSV-1. A) Las células SK-LC3 
transducidas con Ad-shATG5 a una moi de 15 ufp por célula durante 72 horas o tratadas con 3-MA fueron 
infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas y analizadas mediante miscroscopía 
de fluorescencia. La transducción con Ad-shATG5 y el tratamiento con 3-MA revierten el patrón punteado de 
GFP-LC3 inducido por HSV-1. Magnificación original 63x. B) Análisis por WB con un anticuerpo anti-GFP de 
células SK-LC3 transducidas con Ad-shATG5 (en las mismas condiciones que el apartado A) y posteriormente 
infectadas con HSV-1 (moi de 10 ufp por célula durante 18h).  En la figura se aprecia la disminución de la banda 
de GFP-LC3-II en células transducidas con Ad-shATG5 respecto a las células sin transducir.
5.1.3. INDUCCIÓN DE UN PROCESO AUTOFÁGICO EN CÉLULAS SK-N-MC. 
Se ha descrito que la proteína de fusión GFP-LC3 se asocia con agregados de proteínas, 
especialmente cuando se sobreexpresa en presencia de proteínas con tendencia a la agregación, 
de una manera independiente de la autofagia (Kuma y cols., 2007). Por lo tanto, para evitar 
posibles artefactos procedentes de la sobreexpresión de GFP-LC3, se analizó los efectos de 
la infección con HSV-1 en el procesamiento y en el patrón de distribución de la proteína LC3 
endógena. 












análisis por WB mostró un acusado incremento en los niveles de LC3-II en células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1 durante 18 horas, acompañado de una reducción de los niveles de LC3-I 
(Figura 10A). Como se desprende de la representación de los datos densitométricos, el aumento 
de los niveles de LC3-II normalizados por tubulina es dependiente de la dosis viral. Los ensayos 
de inmunofluorescencia confirman los resultados obtenidos en las células SK-LC3. Aunque la 
proteína LC3 endógena es indetectable en las células sin infectar, se observa un aumento del 
marcaje de LC3 endógeno en las células SK-N-MC infectadas, indicando que se produce una 
activación de la respuesta autofágica inducida por la infección con HSV-1 (Figura 10B). 
Figura 10. HSV-1 induce la acumulación de la proteína LC3-II endógena en las células SK-N-MC. A) 
Las células SK-N-MC fueron infectadas con HSV-1 a una  moi de 1 y 10 ufp por célula durante 18 horas y se 
analizaron mediante WB los niveles de LC3-II endógeno. Los niveles de tubulina se muestran como control de 
carga de proteína. La representación, a partir de los datos densitométricos, de los niveles de LC3-II normalizados 
por tubulina muestran que los niveles de LC3-II endógeno aumentan como consecuencia de la infección con 
HSV-1. Se muestra un experimento representativo de cinco realizados. B) Imágenes de fluorescencia de células 
SK-N-MC sin infectar e infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. La acumulación 
de LC3 endógeno tiene lugar en las células infectadas con HSV-1, detectadas con un anticuerpo que reconoce la 
glicoproteína gC del virus. En el panel, se muestran células SK-N-MC sometidas a privación nutricional (EBBS) 





























De acuerdo con los resultados obtenidos en las células SK-LC3, el tratamiento de las células 
SK-N-MC con heparina, pero no con PAA, inhibe el incremento de los niveles de LC3-II endógeno 
inducido por la infección como se observa en los análisis de WB e inmunofluorescencia (Figura 
11A y 11B). Estos datos indican que este efecto es provocado específicamente por la infección 
con HSV-1 pero no es dependiente de la replicación viral. Con el fin de confirmar que el PAA 
y la heparina estaban inhibiendo eficientemente la infección, se realizó un experimento con 
células SK-N-MC tratadas con PAA o heparina e infectadas a distintas moi durante 18 horas, 
en el que se cuantificaron los niveles de DNA viral mediante PCR cuantitativa utilizando un 
ensayo específico para el gen US12 de HSV-1. Los resultados revelaron que ambos inhibidores 
reducen en gran medida la replicación viral, obteniéndose más de un 95% de disminución de 





















































Figura 11. Efecto de los inhibidores virales sobre la acumulación de LC3-II endógeno en las células 
SK-N-MC. Análisis de la proteína LC3 endógena utilizando un anticuerpo anti-LC3 mediante WB (A) 
e inmunofluorescencia (B) en células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula 
durante 18 horas y tratadas con heparina o PAA. El tratamiento con PAA no altera la inmunorreactividad 
de LC3 en las células infectadas. Por el contrario, el tratamiento con heparina revierte completamente la 
acumulación de LC3-II inducida por HSV-1. Se muestra un experimento representativo de 5 realizados. 
Magnificación original 63x. C) Determinación de la cantidad de DNA viral mediante PCR cuantitativa en 
células infectadas con HSV-1 a una moi de 1 y 10 ufp por célula durante 18 horas en presencia o ausencia 
de PAA y heparina. El tratamiento con PAA y heparina disminuye significativamente la cantidad de DNA 
viral. Los números encima de las columnas representan las copias de DNA viral por nanogramo (ng) de 
DNA genómico. Se representan los valores de las medias de los triplicados de un experimento representativo 
de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviación estándar de la media.
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Al analizar el efecto de la CHX sobre los niveles de LC3-II endógeno en las células 
SK-N-MC, se obtuvieron los mismos resultados que en las células SK-LC3. El tratamiento con 
cicloheximida previno por completo tanto la acumulación de vesículas autofágicas como de la 
glicoproteína viral gC en las células infectadas con HSV-1, confirmando el requerimiento de la 
síntesis de proteínas virales para la acumulación de las vesículas autofágicas (Figura 12). 
Figura 13. Inhibidores de autofagia 
reducen la acumulación de LC3-II inducida 
por la infección con HSV-1. Las células 
SK-N-MC fueron tratadas con 3-MA o 
transducidas con Ad-shLAM y Ad-shATG5 
a una moi de 15 ufp por célula durante 72 
horas y, posteriormente, infectadas con HSV-1 
durante 18 horas a una moi de 10 ufp por célula. 
Se analizó la inmunorreactividad de la proteína LC3 endógena con un anticuerpo anti-LC3. Se muestra 
un WB de tubulina representativo como control de carga de proteína. Los valores numéricos bajo los paneles 
de WB representan los niveles de LC3-II normalizados por tubulina  respecto a los cultivos sin infectar. 
En resumen, todos estos resultados indican que la infección con HSV-1 induce la acumulación 
de vesículas autofágicas y que este efecto está mediado específicamente por proteínas implicadas 














Figura 12. La cicloheximida inhibe 
la acumulación de LC3-II inducida 
por HSV-1. Las células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1 a una moi de 10 
ufp por célula durante 18 horas y tratadas 
con cicloheximida fueron analizadas 
mediante inmunofluorescencia con 
anticuerpos que reconocen la proteína 
LC3 y la glicoproteína gC de HSV-1. 
Magnificación original 63x.
A continuación, se analizó el efecto de los inhibidores del proceso autofágico sobre la 
acumulación de la proteína LC3-II endógena inducida por la infección con HSV-1.  Ad-shATG5, 
y en menor medida 3-MA, bloquean el aumento de los niveles de LC3-II endógeno causado 
por la infección con HSV-1 en células SK-N-MC. Sin embargo, los inhibidores autofágicos no 
afectan significativamente a los niveles de LC3-II en células sin infectar (Figura 13)
RESULTADOS
68
5.1.4. HSV-1 INDUCE UNA RESPUESTA AUTOFÁGICA IMCOMPLETA.
5.1.4.1. Efecto de los inhibidores lisosomales sobre GFP-LC3 y LC3 endógeno.
La medida de los niveles de LC3-II a tiempos tardíos de infección demuestra que 
HSV-1 induce una acumulación de autofagosomas. Sin embargo, es necesario determinar si 
la acumulación es debida a un incremento de la actividad autofágica o a un bloqueo de la 
maduración de las vesículas autofágicas o de la fusión de éstas con los lisosomas. Con este 
fin, se diseñaron una serie de experimentos para monitorizar la progresión y la ejecución 
de la autofagia, es lo que se denomina flujo autofágico (Klionsky y cols., 2008). En primer 
lugar, se analizó mediante WB el efecto de los inhibidores lisosomales leupeptina y cloruro 
amónico sobre los niveles de LC3-II. Los inhibidores lisosomales impiden la degradación del 
contenido de los autofagosomas, causando un aumento de los niveles de LC3-II en condiciones 
de autofagia funcional.
En las células SK-LC3, los inhibidores lisosomales causaron un marcado aumento de 
los niveles de GFP-LC3-II. El tratamiento con rapamicina, la droga inductora de autofagia 
más universalmente utilizada, no afectaba a los niveles de GFP-LC3-II, pero en presencia 
de inhibidores lisosomales los niveles de GFP-LC3-II fueron aún mayores que en las células 
control, indicando que GFP-LC3-II es rápidamente eliminado por la vía autofágica en células 
sin infectar (Figura 14A). En etapas tempranas de la infección (8 h.p.i), se observaba un aumento 
de los niveles de GFP-LC3-II en células SK-LC3 infectadas en presencia de inhibidores 
lisosomales. Este aumento era similar al que tenía lugar en células sin infectar (aproximadamente 
5 veces; Figura 14B). Por el contrario, en etapas tardías de la infeccion (18 h.p.i), los inhibidores 
lisosomales causaban un modesto aumento de los niveles de GFP-LC3-II (menos de dos veces) 
en comparación con las células sin infectar (más de diez veces; Figura 14C). Estos datos sugieren 
que HSV-1 induce una fuerte disminución del flujo autofágico en etapas tardías de la infección.
Al analizar el efecto de los inhibidores lisosomales sobre los niveles de LC3-II endógeno 
en células SK-N-MC los resultados fueron muy similares. El tratamiento con inhibidores 
lisosomales tanto de células SK-N-MC sin infectar como infectadas con HSV-1 durante 8 horas 
causaba un gran incremento de los niveles de LC3-II (Figura 15A). De igual modo que en las 
células SK-LC3, los inhibidores lisosomales inducían un pequeño incremento de los niveles de 
LC3-II endógeno en las células SK-N-MC infectadas con HSV-1 durante 18 horas (menos de 2 
veces) mientras que inducían un gran aumento de la cantidad de LC3-II endógeno en las células 
sin infectar (más de 5 veces a 18 horas) (Figura 15B). Por lo tanto, los resultados obtenidos en 
las células SK-LC3 y SK-N-MC sugieren que la acumulación de LC3-II en las células infectadas 
con HSV-1 puede deberse, en su mayor parte, a la inhibición de la fusión de los lisosomas con
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Figura 14. Efecto de los inhibidores lisosomales sobre los niveles de GFP-LC3 en células SK-LC3 infectadas 
con HSV-1. Análisis mediante WB de células SK-LC3 tratadas con rapamicina durante 18 horas (A) o infectadas 
con HSV-1 a una moi de 1 y 10 ufp por célula durante 8 (B) y 18 horas (C) en ausencia o presencia de leupep-
tina y cloruro amónico. Se utilizó un anticuerpo anti-GFP para detectar los niveles de GFP-LC3. Se muestra un 
WB de tubulina como control de carga de proteína. En todos los paneles se detalla la representación, a partir de 
los datos densitométricos, de los niveles de GFP-LC3-II normalizados por tubulina. Los números encima de las 
columnas representan los valores densitométricos. Los valores numéricos bajo los paneles de WB representan 
los niveles de LC3-II normalizados por tubulina de cultivos tratados con inhibidores lisosomales respecto a los 
cultivos sin tratar. En todos los casos, se muestra un experimento representativo de al menos 5 realizados.
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con los autofagosomas o a una deficiencia en la capacidad degradativa de los lisosomas más que 
a una activación del proceso autofágico. En resumen, los resultados revelan que sólo algunas de 
las móleculas de LC3-II inducidas por HSV-1 son degradadas por los lisosomas produciéndose 


































































Figura 15. Efecto de los inhibidores lisosomales sobre los niveles de LC3 endógeno en células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1. Las células SK-N-MC fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 1 y de 10 ufp por cé-
lula durante 8 (A)  y 18 horas (B) en presencia o ausencia de leupeptina y cloruro amónico. En todos los casos, 
se analizó la lipidación de LC3 endógeno mediante WB con un anticuerpo anti-LC3. También se muestra un 
WB de tubulina como control de carga de proteína. Las gráficas representan los niveles de LC3-II normalizados 
por tubulina a partir de los datos densitométricos. Los números encima de las columnas representan los valores 
densitométricos. Los valores numéricos bajo los paneles de WB representan los niveles de LC3-II normalizados 
por tubulina de cultivos tratados con inhibidores lisosomales respecto a los cultivos sin tratar. En los distintos 
apartados, se muestra un experimento representativo de al menos cuatro realizados.
5.1.4.2. Análisis por inmunofluorescencia de la proteína p62.
La  proteína p62, también denominada secuestosoma 1 (SQSTM1), es un componente común 
de los agregados de proteínas ubiquitinadas en muchas enfermedades neurodegenerativas (Bjorkoy 
y cols., 2009). La proteína p62 se une directamente a LC3, incorporándose a los autofagosomas 
y degradándose mediante el proceso autofágico, por lo que la medición de los niveles de p62 es 
un método ampliamente utilizado para monitorizar el flujo autofágico (Klionsky y cols., 2008).
Dado que nuestros resultados indican que la infección con HSV-1 induce la acumulación de 
autofagosomas, se analizó si también se producía un aumento de p62 en las células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1. Para ello, se realizó un ensayo de microscopía confocal con el fin de 
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analizar los niveles y el patrón de distribución de la proteína p62 utilizando un anticuerpo espe-
cífico. En las células sin infectar, los niveles de p62 son indetectables pero como consecuencia 





Figura 16: Acumulación de p62 en células SK-N-MC infectadas con HSV-1. Las células SK-N-MC fueron 
infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por células durante 18 horas y se analizó por microscopía confocal la 
proteína p62 con un anticuerpo específico. La infección con HSV-1 induce una marcada acumulación de p62. Se 
muestran las imágenes por microscopía de Nomarski. Magnificación original 63x.
La proteína p62 en células infectadas presenta un patrón de distribución que recuerda al 
patrón de marcaje de las vesículas autofágicas. Por ello, se realizaron ensayos de microscopía 
confocal con el fin de analizar si existía una colocalización de las proteínas LC3 y p62. La 
proteína LC3 endógena revela un patrón de distribución concentrado correspondiente a la 
acumulación de vesículas autofágicas. Por otro lado, la proteína p62 presenta una localización 
casi idéntica a la de LC3, como indica el marcaje amarillo en la figura combinada (Figura 17). 
Estos resultados revelan que la proteína p62 que se acumula tras la infección con HSV-1 está 
localizada principalmente en los compartimentos autofágicos. El incremento de los niveles de 
p62 puede reflejar la ineficiente actividad autofágica causada por la infección con HSV-1 que 
se traduciría en un fallo en la degradación de p62.
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Figura 17. Colocalización de LC3 y p62 en células SK-N-MC infectadas con HSV-1. Las células SK-N-MC fu-
eron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas y se analizó por microscopía confocal 
el patrón de distribución de LC3 y p62. El recuadro aumentado muestra con mayor detalle la colocalización de 
p62 y LC3 en las células infectadas. Se muestran las imágenes de microscopía de Nomarski. Magnificación 
original 63x.
5.1.4.3. HSV-1 no aumenta la degradación autofágica de proteínas.
La ejecución final de la autofagia conlleva la degradación de orgánulos y proteínas citosólicas 
englobadas dentro de las vesículas autofágicas. El método cuantitativo más utilizado para la 
medida del flujo autofágico es el análisis de la degradación de proteínas de vida media larga 
(Klionsky y cols., 2008). Con el fin de comprobar si nuestro modelo celular era competente en 
la ejecución del proceso autofágico, se cuantificó la degradación de proteínas de vida media 
larga en células SK-N-MC tratadas con rapamicina. El tratamiento con este inductor clásico de 
la autofagia incrementó la degradación de proteínas de vida media larga. Además, el incremento 
inducido por la rapamicina se revirtió con dos inhibidores de la autofagia, el 3-MA y una mezcla 
de inhibidores lisosomales (leupeptina/cloruro amónico) (Figura 18A). El análisis del efecto 
de la infección sobre la degradación de proteínas mostró que el porcentaje de degradación de 





proteínas no se alteraba a lo largo de la infección ni tampoco se modificaba al aumentar la 
dosis viral de HSV-1 (Figura 18B). Así, HSV-1 es capaz de inducir una fuerte acumulación de 
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Figura 18. HSV-1 no aumenta la degradación de proteínas de vida media larga en las células SK-N-MC. 
A) La gráfica representa el porcentaje de degradación de proteínas de vida media larga en células SK-N-MC 
sin tratar o tratadas con rapamicina y en presencia o ausencia de 3-MA e inhibidores lisosomales (leupeptina 
y cloruro amónico). B) Cuantificación del porcentaje de proteínas de vida media larga en células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1 a una moi de 1 y 10 ufp por célula durante diferentes tiempos. Los datos revelan que HSV-
1 no aumenta la degradación de proteínas y, por tanto, la ejecución de la autofagia. Las gráficas muestran las 
medias ± la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
5.1.4.4. Colocalización del marcador de autofagia LC3 con marcadores lisosomales/
endosomales.
Para continuar con el análisis del flujo autofágico en las células infectadas con HSV-1, se 
evaluó mediante microscopía confocal la convergencia de la vía autofágica y el compartimento 
de degradación lisosomal. Uno de los métodos más utilizados para el estudio de la fusión 
de los autofagosomas con los lisosomas es la monitorización de la colocalización de LC3 
y marcadores lisosomales. Para ello, se llevó a cabo un estudio de microscopía confocal en células 
SK-N-MC infectadas con HSV-1 utilizando anticuerpos que reconocen LC3 y la proteína de 
membrana lisosomal CD63 (Figura 19). En concordancia con resultados anteriores, el marcaje de 
la proteína LC3 endógena en las células control es indetectable mediante microscopía confocal, 
mientras que en las células infectadas con HSV-1 aparece un acusado patrón de marcaje ve-
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sicular. El patrón de distribución de la proteína CD63 es prácticamente idéntico en las células 
mock y en las células infectadas con HSV-1 y no se observa colocalización con la proteína 
LC3. Además, con el fin de excluir que la falta de colocalización sea debida a una degradación 
rápida de LC3 por el compartimento lisosomal, se repitió el análisis confocal en presencia de 
inhibidores lisosomales. En estas condiciones, tampoco se detectó colocalización de LC3 y 
CD63. Estos resultados confirman la fusión ineficiente de los autofagosomas con los lisosomas 
y, en consecuencia, el fallo en la ejecución del proceso autofágico en las células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1.
Figura 19. La proteína LC3 no colocaliza con CD63 en las células SK-N-MC infectadas con HSV-1. Análisis 
mediante microscopía confocal de células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula 
durante 18 horas en presencia o ausencia de inhibidores lisosomales (leupeptina y cloruro amónico). Se uti-
lizaron anticuerpos que reconocen específicamente la proteína LC3 y el marcador lisosomal CD63. Se muestran 
las imágenes en contraste de fase. En los recuadros se aumenta un área de la imagen combinada de ambos mar-
cajes en células infectadas sin tratar o tratadas con inhibidores lisosomales para mostrar la escasa colocalización 
de LC3 y CD63. Magnificación original 63x.
La vía endocítica es un sistema dinámico que desempeña un papel homeostático mediando 
la internalización, transporte, clasificación y degradación de macromoléculas (Mellman, 1996). 
Diferentes estudios han demostrado que los autofagosomas pueden fusionarse con endosomas 
tempranos o tardíos (Eskelinen, 2005), así como con los lisosomas, indicando que la maduración 
de los autofagosomas en los mamíferos es un proceso con múltiples pasos que incluyen la fusión 
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con distintas vesículas procedentes del compartimento endosomal/lisosomal. Por ello, se llevaron 
a cabo diferentes estudios de microscopía confocal para analizar la presencia de marcadores 
endosomales en las vesículas LC3 positivas inducidas por la infección con HSV-1. 
En primer lugar, se analizó el patrón de distribución del marcador de endosomas tempranos 
EEA1 (antígeno endosomal temprano 1) y la proteína LC3. En las células sin infectar, la 
señal de la proteína LC3 endógena es indetectable. Sin embargo, EEA1 presenta un patrón 
de fluorescencia punteado citoplasmático tanto en las células control como en las células 
infectadas con HSV-1 a 8 y 18 horas característico del compartimento endosomal. Aunque la 
inmunorreactividad de LC3 endógeno aumenta notablemente cuando las células son infectadas 
con HSV-1, hay un bajo nivel de colocalización con el marcador EEA1, como se aprecia en la 








Figura 20. La proteína LC3 endógena no colocaliza con el marcador de endosomas tempranos  EEA1. 
Las células SK-N-MC fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 8 y 18 horas y 
se analizaron por microscopía confocal empleando anticuerpos anti-EEA1 y anti-LC3. Se muestran las imágenes 
de microscopía de Nomarski. Las imágenes combinadas muestran el marcaje de LC3 y EEA1. La imagen 










A continuación, se analizó el patrón de distribución del marcador de endosomas tardíos 
CD222 en células SK-N-MC infectadas con HSV-1 por microscopía confocal. CD222 es una 
proteína transmembrana que se encuentra mayoritariamente en los compartimentos endosomales 
tardíos actúando como receptor de la manosa 6 fosfato e IGF-II (insulin-like growth factor 
II). En las células SK-N-MC control e infectadas con HSV-1, CD222 presenta un marcaje 
concentrado en el citoplasma celular. En consonancia con experimentos anteriores, la proteína 
LC3 presenta un patrón de distribución concentrado correspondiente con la acumulación de 
vesículas autofágicas en las células infectadas con HSV-1. Al analizar la imagen combinada de 
ambos marcajes, se observa una colocalización muy elevada de LC3 y CD222, como indica el 
marcaje amarillo en la figura aumentada (Figura 21).
Figura 21. Colocalización de la proteína LC3 endógena con CD222 en células SK-N-MC infectadas con 
HSV-1. Análisis mediante microscopía confocal de células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp 
por célula durante 8 y 18 horas utilizando anticuerpos específicos contra LC3 y CD222. El análisis del patrón de 
distribución de la proteína LC3 y CD222 muestra la colocalización de ambos marcajes en las mismas estructuras 
subcelulares. Se muestran las imágenes de microscopía de Nomarski. Magnificación original 63x. En el recuadro 
se detalla la combinación de ambos marcajes en células infectadas con HSV-1 para resaltar la colocalización 
(señalada por puntas de flechas) de LC3 y CD222.
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Estos resultados indican que las estructuras autofágicas LC3 positivas contienen marcadores 
de endosomas tardíos pero no marcadores lisosomales o de endosomas tempranos sugiriendo la 
existencia de eventos de fusión de vesículas autofágicas con endosomas tardíos en las células 
infectadas con HSV-1.
5.1.4.5. Monitorización de vesículass autofágicas mediante microscopía electrónica.
La microscopía electrónica es uno de los métodos más antiguos y sin embargo más fiables para 
la monitorización de la autofagia. Para caracterizar los compartimentos autofágicos inducidos 
por la infección con HSV-1, se realizó un experimento donde las células SK-N-MC infectadas 
con HSV-1 durante 18 horas fueron examinadas al microscopio electrónico. En las células 
sin infectar raramente se detectan los distintos compartimentos autofágicos característicos 
(Figura 22A). Por el contrario, en las células infectadas con HSV-1 se observan fagóforos y 
numerosos autofagosomas, identificados como estructuras vesiculares de doble membrana 
con contenido citoplasmático en su interior. Sin embargo, no se observan autolisosomas con 
material citosólico en degradación (Figura 22B). También se observan en las células infectadas 
con HSV-1 estructuras de cuatro membranas cercanas al núcleo (Figura 22C). Estas estructuras 
guardan semejanza con los autofagosomas de cuatro membranas descritos por otros autores 
(English y cols., 2009). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en los experimentos 
de degradación de proteínas, reforzando la hipótesis de la inducción de un proceso autofágico 
por la infección con HSV-1 y la posterior inhibición en etapas tardías de la infección.
Evidencias recientes sustentan la existencia de una posible degradación autofágica del virus 
HSV-1 (Talloczy y cols., 2006; Alexander y cols., 2007; English y cols., 2009). Al investigar 
esta posibilidad, se detectaron muy pocos autofagosomas con partículas virales en su interior 
en las células SK-N-MC infectadas con HSV-1. La mayoría de los viriones estaban distribuidos 
libremente en el citoplasma o dentro de vesículas citoplasmáticas con una única membrana 
(Figura 22B y 22C). Estos datos confirman que la infección con HSV-1 induce la acumulación 
de autofagosomas tanto clásicos como de cuatro membranas, y que la degradación autofágica 

































Figura 22. Análisis mediante microscopía electrónica de células SK-N-MC infectadas con HSV-1. A) 
Imágenes  representativas de una célula control y una infectada con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula 
durante 18 horas. En la célula infectada se observa la cromatina condensada (C) y un cristal de virus en una 
protusión del núcleo (N). B) Análisis de los compartimentos autofágicos inducidos por la infección con HSV-1 
de células SK-N-MC. En las fotografías se detallan fagóforos (flechas blancas) y autofagosomas (asteriscos 
blancos). También se observan numerosas vesículas con partículas virales en su interior así como viriones libres 
en el citoplasma (flechas negras). C) Imágenes de células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 10 
ufp por célula durante 18 horas que muestran la presencia de autofagosomas incipientes con cuatro membranas 
incipientes a partir de la membrana nuclear (panel superior) o liberados en el citoplasma (panel inferior) 
(asteriscos negros). El área recuadrada está aumentada para visualizar los autofagosomas de cuatro membranas 
con mayor detalle. 
5.1.4.6. Colocalización de la proteína LC3 endógena y la glicoproteína gC de HSV-1.
Recientemente, se ha descrito la existencia de un tipo de autofagia nuclear inducida por 
HSV-1 que podría participar en la presentación de antígenos virales mediante el MHC de clase I 
(English y cols., 2009). La presencia de autofagosomas de cuatro membranas característica de 




Para investigar si este tipo de autofagia tenía lugar en nuestro modelo, se realizaron ensayos 
de microscopía confocal en células SK-N-MC infectadas con HSV-1 y se analizó el marcaje 
de la proteína LC3 y la glicoproteína viral gC. En las células sin infectar, el marcaje de ambas 
proteínas es indetectable. Por el contrario, en etapas tempranas de la infección (8 h.p.i) el 
marcaje de la glicoproteína viral gC colocaliza intensamente con la proteína LC3 endógena, 
indicando que ambas proteínas se encuentran en la misma estructura subcelular. En las etapas 
finales de la infección (18 h.p.i), el marcaje de la proteína gC cambia de patrón de distribución 
siendo menos concentrado y más asociado a la membrana plasmática, disminuyendo el grado 
de colocalización con la proteína LC3 endógena (Figura 23). La localización de gC en vesículas 
autofágicas en estadios tempranos de la infección sugiere que gC podría ser procesada por la 
vía autofágica para su posterior presentación por el MHC de clase I, reforzando la existencia de 







Figura 23. Las proteínas gC y LC3 se acumulan en la misma estructura subcelular durante la infección 
con HSV-1. Análisis mediante microscopía confocal de células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 
10 ufp por célula durante 8 y 18 horas con anticuerpos específicos anti-LC3 y anti-gC. Como se observa en el 
área aumentada, el patrón de distribución de ambas proteínas colocaliza especialmente a tiempos tempranos de 






LC3 gC LC3 gC
Hela 
Figura 24. HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas en células no neuronales. 
Inmunofluorescencia de células HEK 293 A y Hela infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 
18 horas con anticuerpos anti-LC3 y anti-gC. Magnificación original 63x.
5.1.5. HSV-1 INDUCE UNA ACUMULACIÓN DE AUTOFAGOSOMAS EN CÉLULAS 
NO NEURONALES. 
El HSV-1 es un virus neurotrópico pero es capaz de infectar y replicarse de manera eficiente 
en un gran número de tipos celulares. Para comprobar que la acumulación de autofagosomas 
observada en la línea de neuroblastoma humano SK-N-MC era reproducible en otros tipos 
celulares, se analizó el efecto de la infección sobre dos líneas celulares de origen epitelial, 
HEK 293 A y Hela, mediante estudios de inmunofluorescencia. En la figura 24, se muestra que 
la infección con HSV-1 también induce una acumulación de vesículas autofágicas en ambas 
líneas celulares. 
Del mismo modo, se comprobó la especificidad de la acumulación de los autofagosomas 
inducida por la infección con HSV-1 mediante el uso de inhibidores virales. Como ocurría en las 
células neuronales, la heparina, pero no el PAA, evitó la acumulación de vesículas autofágicas 
en células HEK 293 A y Hela infectadas con HSV-1 (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de los inhibidores virales sobre la acumulación de LC3-II en las células HEK 293 A y 
Hela infectadas con HSV-1. Las células HEK 293 A y Hela fueron tratadas con heparina o PAA e infectadas 
con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. Se detectó la proteína LC3 endógena mediante 
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-LC3. Magnificación original 63x. 
Finalmente, se examinó la existencia de un fallo en la fusión entre las vesículas autofágicas 
y los lisosomas en las células HEK 293 A y Hela infectadas con HSV-1. El análisis mediante 
microscopía confocal no detectó colocalización de la proteína LC3 con el marcador lisosomal 
CD63, sugiriendo que la infección con HSV-1 está alterando del mismo modo que en las 
células SK-N-MC la ejecución del proceso autofágico. Además, el tratamiento con inhibidores 
lisosomales demostró que la ausencia de colocalización no era debida a una degradación eficaz 
de LC3, ya que el análisis de células tratadas con leupeptina y cloruro amónico también reveló 
la ausencia de colocalización entre la proteína LC3 y CD63 (Figura 26).
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Figura 26. La proteína LC3 no colocaliza con CD63 en las células HEK 293 A y Hela infectadas con 
HSV-1. Análisis mediante microscopía confocal de células HEK 293 A (A) y Hela (B) infectadas con HSV-1 a 
una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas en presencia o ausencia de inhibidores lisosomales (leupeptina 
y cloruro amónico). Se utilizaron anticuerpos que reconocen específicamente la proteína LC3 y el marcador 
lisosomal CD63. Se muestran las imágenes en contraste de fase. En los recuadros se aumenta un área de la 
imagen combinada de ambos marcajes en células infectadas sin tratar o tratadas con inhibidores lisosomales para 













Todos estos datos indican que la alteración del proceso autofágico inducida por HSV-1 es 




5.1.6. LA INHIBICIÓN DE LA AUTOFAGIA NO AFECTA A LA EFICIENCIA DE LA 
INFECCIÓN CON HSV-1.
Con el fin de determinar si la acumulación de vesículas autofágicas en células infectadas 
tenía algún efecto en la eficiencia de la infección con HSV-1, se examinó mediante 
inmunocitoquímica el efecto de la transducción con Ad-shATG5 sobre el número de células 
infectadas. Como muestran las imágenes de inmunofluorescencia, tras una infección con HSV-
1 durante 18 horas tanto los cultivos transducidos como los no transducidos con Ad-shATG5 
están totalmente infectados, como demuestra el marcaje de las células con el anticuerpo anti-





Figura 27. El silenciamiento del gen ATG5 no afecta a la eficiencia de la infección con HSV-1. Imágenes 
de inmunofluorescencia de células SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 
18 horas previa transducción con Ad-shATG5 a una moi de 15 ufp por célula durante 72 horas. Se detectan 
las células infectadas utilizando un anticuerpo anti-HSV-1. Se muestra la tinción de los núcleos con DAPI. 
No existen diferencias apreciables de infección con HSV-1 entre las células transducidas con Ad-shATG5 y las 
células control. Magnificación original 63x. 
Para analizar de un modo cuantitativo el efecto de la inhibición de la autofagia en la infección 
con HSV-1, se analizó la expresión de proteínas virales, la replicación del DNA viral y el 
título viral en etapas tardías de la infección (18 h.p.i). En primer lugar, se determinaron los 
niveles de expresión de la proteína del tegumento de HSV-1, VP16, mediante WB empleando un 
anticuerpo anti-VP16 (figura 28A). De acuerdo con los resultados de la inmunofluorescencia, la 
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transducción con Ad-shATG5 o el adenovirus control Ad-shLAM no interfiere en la infección con 
HSV-1 al detectarse los mismos niveles de VP16 en presencia o ausencia de ambos adenovirus. 
Al mismo tiempo de infección, no se observa un efecto inhibidor de la replicación viral en las 
células transducidas con Ad-shATG5 mediante cuantificación por PCR cuantitativa del DNA 
viral (Figura 28B). Finalmente, tampoco se observan diferencias significativas entre los títulos 
virales en cultivos transducidos con Ad-shATG5 y los cultivos sin transducir o transducidos con 
el adenovirus control Ad-shLAM (Figura 28C). Todos estos resultados indican que la ausencia 
de ATG5, y por tanto de la actividad autofágica, no ejerce ningún efecto sobre el crecimiento de 
HSV-1 en células de neuroblastoma humano.
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Figura 28. El silenciamiento de ATG5 no afecta a la replicación de HSV-1. Las células SK-N-MC fueron 
transducidas con Ad-shATG5 o Ad-shLAM a una moi de 15 ufp por célula durante 72 horas y, posteriormente, 
infectadas con HSV-1 a una moi de 1 y 10 ufp durante 18 horas. A) Análisis por WB de los lisados celulares 
con un anticuerpo específico de VP16. La transducción con Ad-shATG5 no tiene efecto en los niveles de VP16. 
Se muestra un experimento representativo de 4 realizados. La tubulina se muestra como control de carga de 
proteína. B) Cuantificación del DNA viral mediante PCR cuantitativa. Los resultados se representan como copias 
de DNA de HSV-1 por ng de DNA genómico. En la gráfica se representan la media ± desviación estándar de tres 
experimentos realizados por triplicado. C) Determinación del título viral mediante ensayo de placa. Los datos 
mostrados equivalen a la media ± desviación estándar de tres experimentos realizados por triplicado.
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5.2. LA INFECCIÓN CON HSV-1 ALTERA EL PROCESAMIENTO DE APP 
CAUSANDO LA ACUMULACIÓN DEL PÉPTIDO Aβ INTRACELULAR.
5.2.1. HSV-1 INDUCE UN AUMENTO DE LOS NIVELES DEL PÉPTIDO Aβ 
INTRACELULAR.
La autofagia ha sido definida como una de las vías implicadas en la generación del péptido 
Aβ (Yu y cols., 2004b; Nixon y cols., 2005). Dado que nuestros resultados indican que HSV-1 
induce la acumulación de vesículas autofágicas, se analizó si la infección con HSV-1 producía 
un aumento de los niveles del péptido Aβ intracelular. Debido a que las células de neuroblastoma 
humano SK-N-MC producen niveles muy bajos del péptido Aβ, se utilizó como modelo celular 
de infección una línea celular que expresa establemente la proteína APP humana que fue 
generada en nuestro laboratorio (Carballal, 2003; Recuero y cols., 2004). De las diferentes 
líneas celulares generadas, en este estudio se ha utilizado la línea celular C2, a la que se referirá 
como SK-APP.
Se realizó un primer experimento donde se evaluó por inmunocitoquímica los niveles 
intracelulares del péptido Aβ en las células SK-APP infectadas con HSV-1 empleando dos 
anticuerpos específicos de especie, M40 y M42 que reconocen los péptidos Aβ40 y Aβ42 
respectivamente (Figura 29). La inmunorreactividad de Aβ es indetectable en células SK-APP 
sin infectar. La infección con HSV-1 induce la aparición de un fuerte marcaje concentrado en 
determinadas zonas tanto del péptido Aβ40 como del Aβ42. Cuando la infección se efectuó en 
condiciones más cercanas a la infección fisiológica (moi 0.1 ufp por célula durante 48 horas), 
se confirmó la acumulación intracelular del péptido Aβ.
A la vista de los resultados obtenidos y con el fin de excluir uniones inespecíficas o una 
reactividad cruzada con APP, se realizó una segunda inmunocitoquímica en células SK-APP 
infectadas con HSV-1, empleando diferentes anticuerpos específicos de especie, que reconocen 
el péptido Aβ42 (M42, IBL42), y el péptido Aβ40 (M40, QCB40), así como los anticuerpos 
6E10 y 4G8 que reconocen ambas isoformas (figura 30). Los resultados indican, con todos los 
anticuerpos testados, que la infección con HSV-1 induce un marcado aumento de los niveles del 
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Figura 29. HSV-1 induce un aumento de los niveles del péptido Aβ intracelular en las células SK-APP. 
Análisis mediante inmunocitoquímica de células SK-APP sin infectar (mock) e infectadas con HSV-1 a una moi 
de 10 y 0.1 ufp por célula durante 18 y 48 horas respectivamente, empleando los anticuerpos específicos de los 












Figura 30. HSV-1 induce la acumulación del péptido Aβ intracelular. Análisis mediante inmunocitoquímica 
de células SK-APP sin infectar (mock) e infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas 




Para determinar si el aumento de los niveles de Aβ tenía lugar en células infectadas, 
llevamos a cabo una serie de ensayos de inmunofluorescencia doble. Los resultados revelan 
que el incremento de Aβ40 y Aβ42 ocurre en las células infectadas con HSV-1, las cuáles son 
identificadas con un anticuerpo que reconoce gC, una glicoproteína de la envoltura de HSV-1 
(Figura 31). 
Figura 31. El péptido Aβ se acumula en las células infectadas con HSV-1. Las células SK-APP 
fueron infectadas a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. Las imágenes de fluorescencia 
muestran que los péptidos Aβ40 y Aβ42 se detectan en las células marcadas con un anticuerpo que 
reconoce la glicoproteína gC. Magnificación original 63x. 
Continuando la caracterización de la acumulación de Aβ intracelular, se llevó a cabo una 
cinética de infección en las células SK-APP y se analizó mediante inmunofluorescencia el 
marcaje del péptido Aβ. Como se muestra en la figura 32, la aparición del péptido Aβ tiene 
lugar en etapas muy tempranas de la infección, detectándose a las 2 h.p.i.
h.p.i
Figura 32. Análisis de los niveles de Aβ a diferentes tiempos de infección. Se analizó el marcaje de Aβ40 y 
Aβ42 mediante inmunofluorescencia a 2, 4, 6, 9, 12 y 18 h.p.i en células SK-APP infectadas con HSV-1 a una 




Para confirmar que el aumento de los niveles del péptido Aβ intracelular es debido 
específicamente a la infección con HSV-1, las células SK-APP fueron tratadas con dos inhibidores 
de la infección de HSV-1: la heparina, inhibidor de la entrada de HSV-1, y el PAA, inhibidor 
de la DNA polimerasa viral (Figura 33). En el ensayo de inmunocitoquímica se observa que 
el tratamiento con heparina inhibe totalmente la acumulación de las dos isoformas del péptido 
Aβ intracelular, mientras que el PAA aparentemente no tiene ningún efecto, indicando que la 
acumulación de Aβ es independiente de la replicación viral. Este dato es consistente con la 
acumulación temprana de Aβ en células infectadas (2 h.p.i), antes del inicio de la replicación 
viral.
Figura 33: Efecto de la inhibición de la infección sobre la acumulación de Aβ inducida por HSV-1. Las 
células SK-APP fueron infectadas a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas en presencia o ausencia de 
heparina y PAA, y analizadas mediante inmunofluorescencia usando distintos anticuerpos anti-Aβ. La heparina, 
y no el PAA, inhibe la acumulación de Aβ inducida por la infección con HSV-1. Los recuadros muestran la 




El análisis mediante inmunocitoquímica de las células SK-APP tratadas con cicloheximida 
reveló que, al igual que ocurría con la acumulación de las vesículas autofágicas, el incremento 
de ambas isoformas del péptido Aβ era dependiente de la síntesis de proteínas virales. 
Como se muestra en la figura 34, el tratamiento con cicloheximida inhibió totalmente 
la inmunorreactividad del péptido Aβ, siendo indetectable en las células infectadas. 
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Figura 34.  La cicloheximida 
inhibe la acumulación del péptido 
Aβ inducida por HSV-1. Las 
células SK-APP sin infectar 
(A) o infectadas con HSV-1 a 
una moi de 10 ufp por célula 
durante 18 horas (B) fueron 
tratadas con cicloheximida 
(CHX) y analizadas mediante 
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a 
con anticuerpos que reconocen 
el péptido Aβ40, el péptido 
Aβ42 y la glicoproteína gC de 
HSV-1. Magnificación original 
63x.
A continuación, con el fin de cuantificar la acumulación de Aβ40 y Aβ42 observada mediante 
ensayos de inmunofluorescencia, se evaluaron los niveles de Aβ en los lisados celulares 
de SK-APP infectadas con HSV-1 a 18 y 48 horas mediante ensayos de ELISA, utilizando 
anticuerpos específicos de las especies Aβ40 y Aβ42. Tras la normalización por la cantidad de 
proteína del lisado, se observa que la infección con HSV-1 produce un aumento significativo 
de los niveles de Aβ40 y Aβ42 a ambos tiempos (18h: Aβ40, p=0.002; Aβ42, p=0.0009; 48h: 
Aβ42, p=0.003; Aβ42, p=0.001) (Figura 35A). En paralelo a los ensayos de ELISA de Aβ, se 
analizaron los niveles de APP en los lisados celulares mediante WB para determinar el efecto de 
la infección con HSV-1 sobre los niveles de APP. Se empleó el anticuerpo 22C11 que reconoce 
un epítopo en el extremo N-terminal del APP. El experimento mostró una disminución de la 
inmunorreactividad del anticuerpo en células infectadas con HSV-1 en los tiempos analizados 
(aproximadamente dos veces), indicando que el aumento de los niveles de Aβ intracelular no es 
debido a un aumento de la expresión de APP como consecuencia de la infección (Figura 35B).
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Figura 35. HSV-1 causa un aumento de los niveles de Aβ intracelular. A) Análisis mediante ensayos de ELISA 
de los niveles de Aβ intracelular en los lisados de células SK-APP infectadas con HSV-1 a una moi de 0.1 y 10 
ufp por célula durante 48 y 18 horas, respectivamente. La infección con HSV-1 incrementa significativamente 
los niveles intracelulares de los péptidos Aβ40 y Aβ42 (**p<0.01;***p<0.001). Se representan los valores de 
las medias de al menos cuatro experimentos. Las barras muestran el error estándar de la media. B) WB de los 
lisados celulares de SK-APP analizadas en el ensayo de ELISA con un anticuerpo específico anti-APP (22C11). 
Se muestra un WB de tubulina como control de carga de proteína. El valor de los niveles de APP normalizados 
por tubulina está indicado debajo de los blots.
5.2.2. HSV-1 INDUCE UNA DISMINUCIÓN DE LOS NIVELES DEL PÉPTIDO Aβ 
SECRETADO.
Como la infección con HSV-1 induce la acumulación de Aβ intracelular, se analizó 
si la secreción del péptido Aβ estaba afectada en las células SK-APP infectadas. Para ello, 
se analizaron los niveles de péptido Aβ secretado en el medio condicionado de células 
infectadas con HSV-1 durante 18 horas mediante ensayos de ELISA. Los resultados 
evidenciaron una disminución acusada, superior a tres veces, en los niveles de Aβ40 y 
Aβ42 secretados (Aβ40, p=1.1x10-7; Aβ42, p=3.8x10-4). Posteriormente, se monitorizaron 
los niveles de Aβ secretado en células SK-APP infectadas con una moi menor (moi 0.1 ufp 
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Figura 36. Análisis cuantitativo de los niveles de Aβ secretado en células SK-APP infectadas con HSV-1. 
Ensayos de ELISA del medio condicionado después de 18 o 48 horas de infección con HSV-1 a una moi 
de 10 o 0.1 ufp por célula, respectivamente. En ambas condiciones, los niveles de Aβ40 y Aβ42 secretados 
disminuyen significativamente en las células infectadas con HSV-1 (**p<0.01; ***p<0.001). Los resultados 






























































Se ha descrito que el péptido Aβ es secretado mayoritariamente a través de la ruta secretora 
constitutiva. Con el fin de confirmar si esta ruta está afectada en células infectadas con HSV-1, 
se llevó a cabo un ensayo luminiscente de secreción basado en la medida de la actividad de la 
luciferasa de Gaussia (GLuc) secretada al medio en células infectadas con HSV-1 (ver apartado 
4.15 de Materiales y Métodos). En las células SK-APP transfectadas con GLuc, el tratamiento 
con brefeldina A, un inhibidor de la secreción, indujo una fuerte inhibición de la secreción de 
GLuc. Sin embargo, la infección con HSV-1 indujo un incremento muy elevado de la secreción 
de GLuc en el medio condicionado de una manera dependiente de tiempo y de dosis viral 
(Figura 37A). De igual modo, para eliminar los posibles efectos de la sobreexpresión de APP, 
se realizó el mismo experimento en las células SK-N-MC obteniéndose resultados similares 
(Figura 37B). Así, HSV-1 induce un aumento de la actividad de la vía secretora constitutiva, 
indicando que la secreción de Aβ tiene lugar a través de otra ruta de secreción alternativa.
registrándose una reducción significativa muy elevada de los niveles de Aβ secretado, 
superior a 7 veces en el caso de Aβ42 (Aβ40, p=0.007; Aβ42 p=2.2x10-5) (Figura 36). 
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Figura 37. La infección con HSV-1 incrementa la secreción de GLuc. Las células SK-APP (A) y SK-N-MC 
(B) fueron transfectadas con el plásmido control pCMV-Gluc, que codifica para la luciferasa Gaussia luciferase 
(GLuc) secretada. Transcurridas 24 horas, se infectaron con HSV-1 a las moi y tiempos indicados en cada gráfica. 
Como control del ensayo se muestra el efecto de la brefeldina A (bref A) sobre la actividad de GLuc. La actividad 
de GLuc se representa en unidades relativas de luz. Los datos se representan como la media ± desviación estándar 


































































































































5.2.3. HSV-1 CAUSA UNA DISMINUCIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA VÍA DE 
PROCESAMIENTO NO AMILOIDOGÉNICA DE APP.
5.2.3.1. La infección con HSV-1 reduce la actividad α-secretasa.
Con el objetivo de investigar si los niveles alterados del péptido Aβ inducidos por la infección 
con HSV-1 eran debidos a la modificación de la actividad de las diferentes secretasas implicadas 
en el procesamiento de APP, analizamos el efecto de la infección en las actividades α-, β- y γ- 
secretasas mediante ensayos fluorimétricos específicos de las distintas actividades. Como se 
muestra en la figura 38A, la actividad α-secretasa en células SK-N-MC infectadas con HSV-1 
disminuye significativamente respecto a las células control sin infectar (6 h.p.i, p<0.05; 18 
h.p.i, p<0.001), siendo esta disminución detectable a partir de 3 h.p.i. Se obtuvieron resultados 
similares en las células SK-APP. Por el contrario, la infección con HSV-1 no tiene efecto sobre 
la actividad β-secretasa en las células SK-N-MC y SK-APP (Figura 38B) y produce un aumento 
de la actividad γ-secretasa en las células SK-N-MC a tiempos tardíos y en las células SK-APP 
desde las 3 h.p.i, aunque no es significativo ya que los niveles de actividad encontrados están 
próximos al límite de detección del ensayo fluorimétrico (Figura 38C). La activación de la 
γ-secretasa inducida por la infección con HSV-1 podría ser responsable, al menos en parte, de 






































































































































































































Figura 38. Efecto de la infección con HSV-1 sobre las actividades α-, β- y γ-secretasa en las células 
SK-N-MC y SK-APP.  Las células SK-N-MC y SK-APP fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp 
por célula durante 3, 6 y 18 horas y en los lisados celulares se analizó la actividad α-secretasa (A), β-secretasa 
(B) y γ- secretasa (C). Las distintas actividades secretasas se expresan como el porcentaje de actividad respecto 
a las células sin infectar (mock) y se normalizaron por la cantidad de proteína de los lisados. La infección con 
HSV-1 induce una disminución significativa de la actividad α-secretasa (*p<0.05 a 6 h.p.i; **p<0.01 a 18 h.p.i) 
en células SK-N-MC. Los datos se representan como la media ± error estándar de la media de al menos cuatro 
experimentos en células SK-N-MC y la media ± desviación estándar de un experimento representativo realizado 
por triplicado de tres totales en células SK-APP en los apartados A y B. En el apartado C, se representan para las 
dos líneas celulares la media ± desviación estándar de un experimento representativo realizado por triplicado de 
5.2.3.2. La infección con HSV-1 disminuye los niveles de los fragmentos proteolíticos 
sAPPα y α-CTF del APP.
Posteriormente, se examinó el efecto de la infección con HSV-1 en la generación de los 
productos resultantes de la actividad α-secretasa: α-CTF y sAPPα. Cuando se determinaron los 
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o a una moi de 0.1 ufp por célula durante 48 horas. Análisis mediante WB de los niveles de sAPPα (B) y 
α-CTF (C) en los medios condicionados y lisados celulares respectivamente, de células SK-APP infectadas con 
HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula en presencia o ausencia de dos inhibidores virales, heparina y PAA. El 
fragmento sAPPα fue analizado usando dos anticuerpos anti-APP distintos: 22C11 (panel de arriba) y WO-2 
(panel de abajo). En todos los casos, se analizó mediante WB la proteína APP utilizando el anticuerpo 22C11. Se 
muestra el WB de tubulina como control de carga de proteína en todos los apartados. Las figuras mostradas son 
representativas de cuatro experimentos independientes. 
Figura 39. HSV-1 induce una inhibición de la vía no 
amiloidogénica. A) La infección con HSV-1 disminuye los 
niveles de α-CTF en lisados de células SK-APP infectadas con 
HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 3, 6 y 18 horas 
fuertemente la formación del fragmento α-CTF a 3, 6 y 18 h.p.i, siendo esta disminución más 
acusada a 18 h.p.i cuando la inhibición de la actividad α-secretasa es más intensa. También se 
confirma la disminución de los niveles de α-CTF en condiciones de infección más cercanas 
a la infección fisiológica (moi 0.1 ufp por célula durante 48 horas) (Figura 39A). Del mismo 
modo, cuando se analiza el medio extracelular de células SK-APP infectadas con HSV-1, 
se observa que la infección provoca una disminución muy acusada de los niveles de APP 
secretado. Utilizando un anticuerpo que reconoce específicamente sAPPα y no otras especies 
de APP soluble (WO-2), se confirmó la disminución de sAPPα (Figura 39B). El tratamiento con 
heparina revertía completamente la disminución de los niveles de sAPPα y α-CTF, indicando 
que este efecto es provocado específicamente por la infección con HSV-1. Por otra parte, 
no es necesaria una infección productiva para inducir la disminución de los niveles de los 
productos del procesamiento de α-secretasa, ya que el tratamiento con PAA no tuvo ningún 
efecto sobre los niveles de α-CTF y sAPPα (Figuras 39B y 39C). Estos datos son consistentes 
con la inhibición de la actividad α-secretasa inducida por HSV-1 e indican que el virus causa 
una disminución de la actividad de la ruta de procesamiento no amiloidogénico de APP.
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Para comprobar que los resultados obtenidos en las células SK-APP no son debidos a la 
disminución de la expresión de APP inducida por la infección con HSV-1, realizamos una serie 
de experimentos en otra de las líneas celulares que expresa establemente APP humano generada 
en nuestro laboratorio y a la que nos referiremos como SK-APP-C3 (Carballal, 2003). Esta 
línea celular expresa niveles menores de APP (Figura 40A), pero al contrario que en la línea 
SK-APP, se produce un aumento de la expresión de APP como consecuencia de la infección 
con HSV-1 (Figura 40B). En concordancia con los resultados obtenidos en la línea SK-APP, la 
infección con HSV-1 de células SK-APP-C3 induce la acumulación del péptido Aβ intracelular, 
tanto de la forma de 40 como de la de 42 aminoácidos, como demuestran los ensayos de 
inmunofluorescencia (Figura 41A). Además, se cuantificó el péptido Aβ intracelular y secretado 
mediante ensayos de ELISA en células infectadas con HSV-1 a 18 y 48 horas, detectándose un 
acusado incremento del péptido Aβ42 intracelular y una gran disminución de la secreción del 
péptido Aβ40 en las células infectadas con HSV-1 a ambos tiempos (Figura 41B). Los péptidos 
Aβ40 intracelular y Aβ42 secretado no son detectables en los ensayos de ELISA probablemente 
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Figura 40. La infección con HSV-1 aumenta la expresión de APP en SK-APP-C3. A) Análisis mediante 
WB empleando el anticuerpo 22C11 que reconoce la proteína APP en lisados celulares de SK-N-MC, SK-APP 
y SK-APP-C3. B) Las células SK-APP-C3 fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 0.1 y 10 ufp por célula 
durante 48 y 18 horas, respectivamente, y se analizaron mediante WB con el anticuerpo 22C11. La infección con 
HSV-1 produce un aumento de la expresión de APP. En ambos casos, se muestra el WB de tubulina como control 
de carga de proteína.
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Figura 41. HSV-1 induce la acumulación de Aβ intracelular y la disminución de Aβ secretado en SK-APP-C3. 
A) Inmunocitoquímica en células SK-APP-C3 infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 
horas, empleando varios anticuerpos específicos de especie (M42 que reconoce el péptido Aβ42, QCB40 y 
M40 que reconoce el péptido Aβ40 así como los anticuerpos 6E10 y 4G8 que reconocen ambas isoformas del 
péptido. Magnificación original 63x. B) Cuantificación por ensayo ELISA del péptido Aβ42 intracelular y del 
Aβ40 secretado en células SK-APP-C3 infectadas con HSV-1 durante 18 y 48 horas a una moi de 10 y 0.1 ufp 
por célula, respectivamente. Se muestra un experimento representativo de tres realizados. La barra de error 








































































De esta forma, los resultados obtenidos en las líneas celulares SK-APP y SK-APP-C3 
sugieren que la alteración diferencial de los niveles del péptido Aβ intracelular y secretado 
causado por la infección con HSV-1 es independiente de los niveles intracelulares de APP.
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5.3. IMPLICACIÓN DEL PROCESO AUTOFÁGICO EN LA ACUMULACIÓN DEL 
PÉPTIDO Aβ INDUCIDA POR HSV-1.
5.3.1. ESTUDIO DE LA ACUMULACIÓN DE AUTOFAGOSOMAS INDUCIDA POR LA 
INFECCIÓN CON HSV-1 EN LAS CÉLULAS SK-APP.
5.3.1.1. HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas en las células SK-APP.
Los resultados descritos en los apartados 5.1 y 5.2 demuestran que HSV-1 induce la 
acumulación de vesículas autofágicas y del péptido Aβ de una forma dependiente de tiempo y 
de dosis viral. Además, en células infectadas, el marcador de autofagia LC3 presenta un patrón 
de distribución similar al mostrado por el péptido Aβ intracelular acumulado en las células 
como consecuencia de la infección. Estos datos sugieren una posible conexión funcional entre 
el incremento de vesículas autofágicas y la acumulación del péptido Aβ en las células infectadas 
con HSV-1.
Investigando esta hipótesis, se analizó en primer lugar si la acumulación de vesículas 
autofágicas también tenía lugar en células SK-APP infectadas. Para ello, las células SK-APP 
transfectadas transitoriamente con el plásmido de expresión de GFP-LC3 fueron infectadas con 
HSV-1 durante 18 horas, y analizadas mediante WB y microscopía de fluorescencia. El WB 
reveló que, mientras la banda GFP-LC3-II no se detecta en células sin infectar, la infección con 
HSV-1 provoca la aparición de GFP-LC3-II indicando la acumulación de vesículas autofágicas 
(Figura 42A). La observación de GFP-LC3 mediante microscopía de fluorescencia corrobora 
los datos obtenidos mediante WB, ya que la infección con HSV-1 produce un patrón de marcaje 
punteado de GFP-LC3, característico de vesículas autofágicas, claramente diferenciable del 









Figura 42. Acumulación de vesículas autofágicas inducida por la infección con HSV-1 en células SK-APP. 
A) Análisis mediante WB de los niveles de GFP-LC3 en células SK-APP transfectadas con GFP-LC3 y 
posteriormente infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. Se utilizó un anticuerpo 
anti-GFP. B) Análisis del patrón de distribución de la proteína GFP-LC3 mediante microscopía de fluorescencia 
en células infectadas en las mismas condiciones que en el apartado A. Magnificación original 63x.
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Evidencias recientes han demostrado que la proteína de fusión GFP-LC3 puede acumularse 
en cuerpos de inclusión que muestran un marcaje similar al patrón de distribución de las vesículas 
autofágicas (Kuma y cols., 2007). Por lo tanto, se analizó la lipidación y la distribución de la 
proteína LC3 endógena mediante WB e inmunofluorescencia. En consonancia con los resultados 
obtenidos en las células SK-LC3, la infección con HSV-1 induce la acumulación de vesículas 
autofágicas en las células SK-APP como se desprende del patrón punteado de la fluorescencia 
(Figura 43A). Además, la inmunorreactividad de LC3 aparece en células infectadas identificadas 
con un anticuepo que reconoce la glicoproteína gC viral. En los ensayos de WB, se observa que 
la acumulación de vesículas autofágicas está asociada con un aumento de la inmunorreactividad 
de LC3-II y una disminución de la inmunorreactividad de LC3-I en las células infectadas con 























Figura 43. La infección con HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas en las células SK-APP. 
Las células SK-APP fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. A) Ensayo 
de inmunofluorescencia doble usando los anticuerpos anti-LC3 y anti-gC. La infección con HSV-1 induce una 
acumulación de vesículas autofágicas en las células infectadas. Magnificación original 63x. B)  Ensayo de WB 
representativo de cuatro realizados donde se muestra el incremento de los niveles de LC3-II endógeno en las 
células infectadas. El WB de tubulina se muestra como control de carga de proteína. La gráfica representa los 
niveles de LC3-II normalizados por tubulina a partir de los datos densitométricos.
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5.3.1.2. El péptido Aβ se localiza en vesículas autofágicas en células SK-APP transfectadas 
con GFP-LC3.
Una vez comprobado que la infección con HSV-1 induce la acumulación de vesículas 
autofágicas y del péptido Aβ intracelular en las células SK-APP, se realizaron ensayos de 
inmunofluorescencia con el fin de analizar si el péptido Aβ se localizaba en vesículas autofágicas. 
Para ello, las células SK-APP, transfectadas con el plásmido GFP-LC3, fueron infectadas 
con HSV-1. Como se muestra en la figura 44, GFP-LC3 presenta un patrón de distribución 
concentrado, correspondiente con la acumulación de vesículas autofágicas, que coincide con el 
patrón de marcaje de los péptidos Aβ40 y Aβ42 detectados con anticuerpos específicos, como 
indica el marcaje amarillo en la figura combinada. Estos resultados sugieren que el péptido Aβ 






Figura 44. Colocalización de GFP-LC3 con el péptido Aβ en células SK-APP infectadas con HSV-1. 
Inmunocitoquímica de células SK-APP transfectadas con el plásmido GFP-LC3 e infectadas con HSV-1 a una 
moi de 10 ufp por célula durante 18 horas, utilizando anticuerpos específicos contra los péptidos Aβ40 y Aβ42. 
HSV-1 induce la aparición de Aβ40 y Aβ42 con un patrón similar al marcaje de GFP-LC3. La combinación de 




5.3.1.3. El péptido Aβ colocaliza con LC3 endógeno en las células SK-APP.
Posteriormente, se analizó la distribución de la proteína LC3 endógena y del péptido Aβ 
mediante microscopía confocal en células SK-APP infectadas con HSV-1 durante 18 horas 
(Figura 45). Las imágenes de confocal mostraban que las estructuras inmunoreactivas de Aβ40 
y Aβ42 colocalizaban con las vesículas LC3 positivas en células SK-APP infectadas con HSV-1, 
apareciendo un marcaje amarillo en la imagen combinada (Figura 45A). Por el contrario, el 
marcaje de LC3 y Aβ es indetectable en las células sin infectar. Además, también se observa la 
colocalización del péptido Aβ y LC3 en las células infectadas con HSV-1 a una moi más baja y 
durante más tiempo, condiciones que se asemejan más a una situación fisiológica (Figura 45B). 
Todos estos resultados sugieren que el péptido Aβ se acumula en las vesículas autofágicas de 
las células infectadas con HSV-1.
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Figura 45. El péptido Aβ colocaliza con la proteína LC3 endógena en las células SK-APP infectadas con 
HSV-1. Las células SK-APP se infectaron con HSV-1 a una moi de 10 y 0.1 ufp por célula durante 18 (A) y 
48 (B) horas, respectivamente. Se analizó mediante microscopía confocal la distribución de la proteína LC3 
endógena y del péptido Aβ con anticuerpos específicos. También se muestran las imágenes de contraste de fase. 
Las imágenes muestran que la infección con HSV-1 induce la colocalización de la proteína LC3 endógena y 
ambas isoformas de Aβ, tanto a 18 horas (A) como a 48 horas (B). El marcaje de LC3 y Aβ son indetectables en 
las células sin infectar (mock). Magnificación original 63x.
5.3.1.4. La acumulación de vesículas autofágicas y del péptido Aβ intracelular es específica 
de la infección por HSV-1.
Para determinar si la modificación tanto del péptido Aβ como de la proteína LC3 era 
debida específicamente a la infección con HSV-1, se llevaron a cabo experimentos de infección 
con el virus Sindbis, un alfavirus con alto tropismo neuronal. Así, las células SK-APP fue-
ron infectadas con un virus Sindbis que expresa GFP como marcador (SV-GFP). SV-GFP es 
un virus neurotrópico que presenta una replicación deficiente y una toxicidad baja. Como se 
observa en la figura 46A, la infección con SV-GFP no induce la acumulación de vesículas auto-
fágicas ni un incremento intracelular de los péptidos Aβ40 y Aβ42, como revela la ausencia de 
marcaje tanto de LC3 como del péptido Aβ en los distintos tiempos de infección. En paralelo, se 
llevó a cabo un ensayo de microscopía confocal en células SK-APP-C3 infectadas con SV-GFP 
y se obtuvieron los mismos resultados (Figura 46B).
A continuación, con el fin de corroborar los resultados obtenidos mediante ensayos de 
inmunofluorescencia, se evaluaron los niveles de Aβ en los sobrenadantes de SK-APP infectadas 
con SV-GFP a 18 y 48 horas mediante ensayos de ELISA, utilizando anticuerpos específicos 
de las especies Aβ40 y Aβ42. Como se muestra en la figura 47, la infección con SV no altera 




Figura 46. La infección con virus Sindbis no induce la acumulación de vesículas autofágicas ni del péptido 
Aβ en las células SK-APP. Ensayos de microscopía de fluorescencia de células SK-APP (A) y microscopía 
confocal de células SK-APP-C3 (B) infectadas con SV-GFP durante 18 y 48 horas. El marcaje con GFP muestra 
las células infectadas con Sindbis virus. Se utilizaron anticuerpos que reconocen específicamente la proteína LC3 
y los péptidos Aβ40 y Aβ42. La infección con SV-GFP no induce la acumulación de LC3 ni incrementa el péptido 
Aβ intracelular. En el panel A, se muestra la tinción de los núcleos con DAPI. Magnificación original 63x.














Figura 47. La infección con SV-GFP no modifica los niveles del péptido Aβ secretado en las células SK-APP. 
Análisis mediante ensayos de ELISA de los medios condicionados de células SK-APP infectadas con SV-GFP 
durante 18 y 48 horas. La infección con SV-GFP no modifica significativamente los niveles de los péptidos Aβ40 
y Aβ42 secretados. Se muestra un experimento representativo realizado por duplicado. La barra de error repre-























































5.3.2. EL PÉPTIDO Aβ Y LA PROTEÍNA LC3 NO SE LOCALIZAN EN EL 
COMPARTIMENTO LISOSOMAL DE CÉLULAS SK-APP INFECTADAS CON HSV-1.
Una vez demostrado que el péptido Aβ colocaliza con la proteína LC3 y considerando 
que el lisosoma es el orgánulo de destino de la vía autofágica, se llevó a cabo un estudio para 
determinar si el péptido Aβ y la proteína LC3 endógena se localizan en este compartimento 
celular. Para ello, se analizó en células SK-APP infectadas con HSV-1 el marcaje del péptido Aβ, 
la proteína LC3 y el marcador lisosomal CD63 mediante microscopía confocal. En las células 
sin infectar, se observa el patrón característico de distribución citosólica de los lisosomas, mien-
tras que no se detecta LC3 ni Aβ. En las células infectadas, aparece un fuerte marcaje de Aβ 
y LC3 endógeno, pero se observa una escasa colocalización de CD63 con las dos proteínas 




Figura 48. El marcador lisosomal CD63 no colocaliza con Aβ ni LC3 endógeno en células infectadas con 
HSV-1. Análisis mediante microscopía confocal de células SK-APP infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp 
por célula durante 18 horas, utilizando anticuerpos específicos contra LC3, Aβ40/Aβ42 y CD63. En células sin 
infectar (mock) no se detecta marcaje de LC3 y Aβ. Al combinar los marcajes de Aβ y LC3 con el del marcador 















5.3.3. El PÉPTIDO Aβ COLOCALIZA CON MARCADORES DE ENDOSOMAS 
TARDÍOS.
En el apartado 5.1.4.3 de Resultados, se describe la convergencia de la vía autofágica y 
endosomal mediante el estudio de la distribución del marcador LC3 y dos proteínas endosomales 
en las células SK-N-MC infectadas con HSV-1. Debido a que en experimentos anteriores se 
ha demostrado la colocalización del péptido Aβ y la proteína LC3, a continuación también 
se analizó el patrón de distribución del péptido Aβ y los marcadores endosomales EEA1 y 
CD222 en las células SK-APP. Para ello, las células SK-APP fueron infectadas con HSV-1 
y analizadas mediante microscopía de confocal utilizando anicuerpos específicos de Aβ40 y 
Aβ42. Como se observa en la figura 49, en las células control el marcaje de Aβ es indetectable. 
Por el contrario, el marcador endosomal temprano EEA1 presenta un patrón de fluorescencia 
punteado en el citoplasma. La infección con HSV-1 aumenta la inmunorreactividad de Aβ40 y 
Aβ42, sin alterar significativamente el patrón de distribución de EEA1. En concordancia con 
los resultados obtenidos para el marcador autofágico LC3, la combinación de ambos marcajes 
revela que las vesículas autofágicas que acumulan Aβ no contienen marcadores de endosomas 
tempranos.







Figura 49. El péptido Aβ no colocaliza con marcadores endosomales tempranos en las células SK-APP 
infectadas con HSV-1. Las células SK-APP fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 
18 horas y se analizaron por microscopía confocal empleando anticuerpos anti-EEA1 y anti-Aβ. Se muestran 




En paralelo, también se analizó el patrón de distribución del marcador endosomal tardío 
CD222 en las células SK-APP (Figura 50). Las imágenes de microscopía confocal muestran 
que, del mismo modo que la proteína LC3, el péptido Aβ colocaliza con la proteína CD222 
en las células SK-APP infectadas con HSV-1, indicando que el péptido Aβ se acumula en 
compartimentos autofágicos que contienen marcadores de endosomas tardíos pero no marcadores 
de endosomas tempranos o lisosomales. 
mock







Figura 50. Colocalización del péptido Aβ con el marcador de endosomas tardíos CD222 en las células 
SK-APP infectadas con HSV-1. Análisis mediante microscopía confocal de células SK-APP infectadas con 
HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas utilizando anticuerpos que reconocen específicamente 
la proteína CD222 y los péptidos Aβ40 y Aβ42. También se muestran las imágenes de contraste de fase. La 
combinación de ambos marcajes revela la colocalización del péptido Aβ y CD222 en células infectadas. El 
recuadro muestra un área aumentada para señalar la colocalización con mayor detalle. Magnificación original 63x.
Este conjunto de datos sugiere la existencia de eventos de fusión entre vesículas autofágicas 
y endosomas tardíos en células infectadas con HSV-1, y que en estas estructuras se acumula el 
péptido Aβ intracelular como consecuencia de la infección con HSV-1. Sin embargo, la ausencia 
de colocalización del péptido Aβ y marcadores lisosomales, confirma la hipótesis de que los 
compartimentos autofágicos conteniendo Aβ no se fusionan con los lisosomas sugiriendo la 
activación de una respuesta autofágica incompleta en células infectadas con HSV-1.
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5.3.4. LA AUTOFAGIA NO ESTÁ IMPLICADA EN LA MODIFICACIÓN DE LOS NIVE-
LES DEL PÉPTIDO Aβ INDUCIDA POR HSV-1.
La autofagia ha sido descrita como una de las vías implicadas en la generación del péptido Aβ 
(Yu y cols., 2005) y como la principal ruta de degradación de las proteínas anómalas intracelulares 
que se acumulan en las células como agregados proteicos (Ravikumar and Rubinsztein, 2004). 
Con el propósito de comprobar si la autofagia está funcionalmente implicada en la alteración 
de los niveles del péptido Aβ inducido por HSV-1, se estudió el efecto del silenciamiento de la 
expresión del gen esencial para la autofagia ATG5 utilizando el adenovirus Ad-shATG5 (descrito 
en Resultados apartado 5.1.1.2). En primer lugar, se examinó si la ausencia de ATG5 afectaba 
a la acumulación intracelular de Aβ inducida por HSV-1 en las células SK-APP mediante un 
análisis de inmunofluorescencia usando anticuerpos anti-Aβ. Los resultados indican que la 
infección con HSV-1 no modifica aparentemente la inmunorreactividad de Aβ40 y Aβ42 en 
las células transducidas con Ad-shATG5 en comparación con las células no transducidas o 
transducidas con Ad-shLAM. También se obtuvieron los mismos resultados tras el tratamiento 
con el 3-MA, un inhibidor farmacológico de la autofagia (Figura 51A).
Puesto que los estudios de inmunofluorescencia no son cuantitativos, se llevaron a cabo 
ensayos de ELISA con el fin de cuantificar diferencias más sutiles en los niveles de Aβ como 
consecuencia de la inhibición de la autofagia en las células SK-APP infectadas con HSV-1. De 
acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de inmunofluorescencia, no se observaron 
alteraciones de los niveles de Aβ intracelular de las células transducidas con Ad-shATG5 
(Figura 51B).
Finalmente, se examinó la implicación funcional de los lisosomas en la acumulación 
del péptido Aβ intracelular causada por la infección con HSV-1. La inhibición de la función 
lisosomal, con leupeptina y cloruro amónico, no afectaba aparentemente a la acumulación de 
estructuras que contenían el péptido Aβ en las células infectadas con HSV-1 (Figura 52A). 
Además, los inhibidores lisosomales producen un aumento no significativo de los niveles de las 
dos especies del péptido Aβ en las células infectadas con HSV-1, como revelaron los ensayos 
de ELISA realizados (figura 52B). Los experimentos realizados con inhibidores de la autofagia 
y de la función lisosomal indican que la autofagia no está funcionalmente implicada en la 








































































Figura 51. La autofagia no está implicada funcionalmente en la acumulación intracelular del péptido Aβ 
inducida por la infección con HSV-1. Las células SK-APP fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp 
por célula durante 18h previa transducción con Ad-shATG5 o Ad-shLAM a una moi de 15 ufp por célula durante 
72 horas o previo tratamiento con 3-MA. Los inhibidores de autofagia (Ad-shATG5 y 3-MA) no afectan a los 
niveles de Aβ40 y Aβ42 en las células infectadas con HSV-1, como revelan los ensayos de inmunofluorescencia 
(A) y de ELISA (B). Las gráficas muestran el valor de la media de un experimento representativo hecho por 




Figura 52. Efecto de los inhibidores lisosomales sobre la acumulación del péptido Aβ en células SK-APP 
infectadas con HSV-1. Las células SK-APP fueron infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 
18 horas y tratadas con inhibidores lisosomales (leupeptina y cloruro amónico). A) Imágenes de fluorescencia con 
anticuerpos específicos contra el péptido Aβ. En las células control no se detecta el marcaje de Aβ. La infección 
con HSV-1 induce la acumulación de Aβ en presencia de inhibidores lisosomales. Magnificación original 63x. B) 
Análisis del efecto de los inhibidores lisosomales sobre los niveles de Aβ40 y Aβ42 intracelulares cuantificados 
mediante ensayos de ELISA. El tratamiento con leupeptina y cloruro amónico aumenta la acumulación de Aβ40 
y Aβ42 inducida por la infección con HSV-1. Los resultados representados en la gráfica son la media de tres 
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5.4. EFECTOS DE LA INTERACCIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO Y LA INFECCIÓN 
CON HSV-1 SOBRE LOS MARCADORES DE NEURODEGENERACIÓN EN LOS 
MODELOS CELULARES DE INFECCIÓN.
5.4.1. EL ESTRÉS OXIDATIVO INHIBE LA INFECCIÓN CON HSV-1 EN MODELOS 
NEURONALES.
El envejecimiento es el factor de riesgo más establecido de la EA. El estrés 
oxidativo asociado al envejecimiento está implicado en la enfermedad de Alzheimer 
(Nunomura y cols., 2006), constituyendo el primer acontecimiento en la patogénesis de la 
enfermedad (Nunomura y cols., 2001). En los últimos años, nuestro laboratorio ha empleado el 
sistema Xantina/Xantina oxidasa (XXO) con el fin de generar estrés oxidativo en los modelos 
celulares (White y cols., 1998), obteniendo resultados interesantes respecto a la muerte neuronal 
apoptótica característica de la neurodegeneración de la EA (Recuero y cols., 2009).
Como primera aproximación para estudiar la interacción entre el estrés oxidativo y la 
infección con HSV-1, se analizó si el tratamiento con XXO tenía algún efecto sobre la eficiencia 
de infección con HSV-1. En primer lugar, se analizó el efecto del estrés oxidativo sobre la 
acumulación de proteínas virales en células SK-N-MC infectadas a distintas dosis virales durante 
42 horas. Como se muestra en la figura 53A, el tratamiento con XXO induce una disminución 
del número de células infectadas analizado por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo 
que reconoce distintas glicoproteínas virales. Por otra parte, se analizaron mediante WB los 
niveles de VP16 en células infectadas con HSV-1 en ausencia o presencia de XXO (Figura 
53B). Los resultados revelan que el tratamiento con XXO induce una marcada reducción de los 
niveles de la proteína viral tardía VP16 sugiriendo una inhibición parcial de la infección.
A continuación, con el fin de confirmar que la infección con HSV-1 estaba atenuada por el 
estrés oxidativo, se realizó un experimento en células SK-N-MC tratadas con XXO e infectadas 
con HSV-1 durante 42 horas en el que se cuantificaron los niveles de DNA viral mediante PCR 
cuantitativa utilizando un ensayo específico para el gen US12 de HSV-1. El tratamiento con 
XXO redujo significativamente la cantidad de DNA viral en las células SK-N-MC infectadas 
con HSV-1 respecto a las células sin tratar (moi 0.1: p= 0.007; moi 1: p= 0.0001) (Figura 54A). 
Además, se determinó el título viral de la fracción extracelular e intracelular en células SK-N-MC 
infectadas con HSV-1 a una moi de 1 ufp por célula durante 18 y 42 horas. La figura 54B 
muestra que el tratamiento con XXO induce una disminución muy acusada (cercana al 90%) y 
significativa del título viral intracelular y extracelular (18 horas: intracelular: p= 6.96 x 10-10, 
extracelular: 9.29 x 10-7; 42 horas: intracelular: 4.79 x 10-7, extracelular: 3.82 x 10-6) con respecto 
a las células infectadas sin tratar a ambos tiempos.
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Figura 53. El estrés oxidativo disminuye los niveles de proteínas virales. Las células SK-N-MC 
fueron tratadas con XXO e infectadas con HSV-1 a una moi de 0.1 y 1 ufp por célula durante 42 horas. A) 
Se analizó la inmunorreactividad del anticuerpo anti-HSV-1 mediante inmunofluorescencia. En la figura se 
muestra la tinción de los núcleos con DAPI. Magnificación original 63x. B) Análisis mediante WB utilizando el 
anticuerpo anti-VP16. Se muestra el WB de tubulina como control de carga de proteína. La gráfica representa 
los niveles de VP16 normalizados por tubulina expresados en porcentaje respecto a las células infectadas. Se 




































































Figura 54. El estrés oxidativo disminuye la eficiencia de infección de HSV-1. A) Determinación de la cantidad 
de DNA viral en células infectadas con HSV-1 a una moi de 0.1 y 1 ufp por célula durante 42 horas en presencia 
o ausencia de XXO. Se llevó a cabo una cuantificación del DNA viral mediante PCR cuantitativa. El tratamiento 
con XXO disminuye significativamente la cantidad de DNA viral (**p<0.01;***p<0.001). Se representan 
los valores de las medias de al menos tres experimentos independientes. B) Cuantificación del título viral de 
la fracción intracelular y extracelular de células SK-N-MC infectadas a una moi de 1 ufp por célula durante 18 
y 42 h en ausencia o presencia de XXO. El tratamiento con XXO reduce el título viral en ambas condiciones 
(***p<0.001). Se representan los valores de las medias de al menos cuatro experimentos independientes. Las 












































































































 El conjunto de estos resultados indican que el estrés oxidativo afecta de una forma 
profunda a la eficiencia de infección de células neuronales por HSV-1, impidiendo la formación 
de partículas virales infectivas. 
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5.4.2. EFECTO DEL ESTRÉS OXIDATIVO SOBRE MARCADORES DE 
NEURODEGENERACIÓN EN CÉLULAS INFECTADAS CON HSV-1.
5.4.2.1. El estrés oxidativo incrementa la acumulación de autofagosomas inducida por la 
infección con HSV-1.
Como el estrés oxidativo inducía una inhibición parcial de la infección con HSV-1, se analizó 
si también afectaba a los marcadores de neurodegeneración inducidos por la infección con 
HSV-1. En primer lugar, la observación de GFP-LC3 mediante microscopía de fluorescencia, 
reveló que el estrés oxidativo produce un patrón de marcaje punteado de GFP-LC3, característico 
de vesículas autofágicas. claramente diferenciable del patrón citosólico de las células sin tratar 
(Figura 55A). Este marcaje es similar al observado en células infectadas con HSV-1. Este mismo 
efecto es producido por la combinación de la infección con HSV-1 y el tratamiento con XXO. 
Para cuantificar la formación de autofagosomas inducida por el HSV-1 y el estrés oxidativo 
se analizaron  por WB lisados de células infectadas con HSV-1 en ausencia o presencia de XXO. 
Los resultados muestran que los niveles de GFP-LC3-II en células control son prácticamente 
indetectables. Por el contrario, se puede detectar la inducción de la lipidación de GFP-LC3 
causada por el tratamiento con XXO y por la infección con HSV-1 de una forma dependiente 
de la dosis viral. Además, se detectaron niveles superiores de GFP-LC3-II al combinarse la 
infección con el estrés oxidativo. El análisis de los datos densitométricos, reveló que el estrés 
oxidativo induce la acumulación de GFP-LC3-II, aunque en menor cantidad que la infección 
con HSV-1, y que la combinación de estrés oxidativo y la infección con HSV-1 tiene un efecto 
aditivo en la acumulación de GFP-LC3-II y, por tanto, en la acumulación de autofagosomas 
(Figura 55B).
A continuación, para comprobar si la acumulación de vesículas autofágicas y el incremento 
de GFP-LC3-II inducido por el tratamiento con XXO se traducía en un incremento de la 
degradación autofágica, se llevó a cabo un experimento de degradación de proteínas de vida 
media larga en células SK-N-MC. El análisis del efecto del estrés oxidativo mostró que el 
porcentaje de degradación de proteínas no se alteraba con el tratamiento con XXO ni en 
los cultivos control ni en los infectados con HSV-1 (Figura 56). A su vez, se comprobó la 
competencia de las células SK-N-MC en la ejecución del proceso autofágico empleando el 
inductor de autofagia rapamicina. 
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Figura 55. El estrés oxidativo incrementa la acumulación de vesículas autofágicas inducida por la infección 
con HSV-1. Las células SK-LC3 fueron tratadas con XXO e infectadas con HSV-1 a una moi de 1 y 10 ufp por 
célula durante 18 horas. (A) Análisis del patrón de distribución de la proteína GFP-LC3 mediante microscopía 
de fluorescencia. Se muestra la tinción de núcleos por DAPI. Magnificación original 63x. (B) Análisis mediante 
WB utilizando un anticuerpo anti-GFP. Se muestra un WB de tubulina como control de carga de proteína. 
Representación de los niveles de LC3-II normalizados por tubulina a partir de los datos densitométricos. Se 




































Figura 56. El estrés oxidativo no induce la 
degradación de proteínas de vida media 
larga en las células SK-N-MC.  La gráfica 
representa el porcentaje de degradación de 
proteínas de vida media larga en células 
SK-N-MC infectadas con HSV-1 a una moi de 
10 ufp por célula durante 18 horas en presencia 
o ausencia de XXO o tratadas con rapamicina 
(rapa). Los datos revelan que el tratamiento con 
XXO no afecta a la degradación de proteínas. La 
gráfica muestra la media ± desviación estándar de 

























Estos resultados indican que el estrés oxidativo afecta al proceso autofágico de una 
forma similar a como lo hace la infección con HSV-1, causando la acumulación de vesículas 
autofágicas pero sin afectar la degradación autofágica de proteínas. Además, ambos estímulos 
podrían actuar conjuntamente induciendo una respuesta autofágica incompleta.
5.4.2.2. El estrés oxidativo modifica el procesamiento de APP inducido por la infección con 
HSV-1.
En los apartados anteriores, se ha demostrado que el tratamiento de las células con el 
sistema generador de estrés oxidativo, XXO, reduce la eficiencia de la infección con HSV-
1 de las células SK-N-MC e incrementa la acumulación de autofagosomas inducida por la 
infección. Con el fin de profundizar en los efectos del estrés oxidativo y de su interacción con 
la infección sobre la aparición de marcadores de neurodegeneración, se realizaron ensayos 
de microscopía confocal en células SK-APP infectadas con HSV-1 durante 18 y 48 horas en 
presencia o ausencia de XXO para detectar el péptido Aβ intracelular empleando anticuerpos 
específicos que reconocen los péptidos Aβ40 y Aβ42 (figura 57). Los resultados confirmaron que 
la infección con HSV-1 inducía un marcado aumento del péptido Aβ intracelular (ver apartado 
de Resultados 5.2.1). Sin embargo, no se observa la acumulación de Aβ intracelular en células 
tratadas con XXO. La combinación de ambos estímulos, HSV-1 y XXO, también induce la 
aparición de un fuerte marcaje concentrado en determinadas zonas de la célula tanto del péptido 
Aβ40 como del Aβ42. 
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Figura 57. Efecto del estrés oxidativo sobre la acumulación del péptido Aβ intracelular.  Análisis mediante 
microscopía confocal de células SK-APP infectadas con HSV-1 a una moi de 10 y 0.1 ufp por célula durante 
18 (A) y 48 (B) horas, respectivamente, en presencia o ausencia de XXO. Se utilizaron anticuerpos específicos 
contra los péptidos Aβ40 y Aβ42. Magnificación original 63x.
Los experimentos de microscopía confocal no permitieron confirmar si el estrés oxidativo 
afectaba a la acumulación de Aβ inducida por HSV-1. Así, con el fin de cuantificar los niveles 
del péptido Aβ secretado e intracelular en células SK-APP infectadas con HSV-1 durante 18 
horas en presencia o en ausencia de XXO, se llevaron a cabo ensayos de ELISA (Figura 58). El 
tratamiento con XXO produce una disminución significativa, aunque inferior a la causada por 
la infección, de los niveles de Aβ40 y Aβ42 secretado. Además, se observa un efecto aditivo 
en la disminución de los niveles de ambos péptidos al combinarse la infección con HSV-1 y el 
tratamiento con XXO (Figura 58A). Este mismo efecto se observa cuando la infección se reali-
za en unas condiciones de infección más fisiológicas (moi 0.1 ufp por célula durante 48 horas) 
(Figura 58B). Por otra parte, experimentos preliminares indican que el estrés oxidativo induce 
un aumento de los niveles intracelulares de los péptidos Aβ40 y Aβ42 en las células SK-APP 

















Figura 58. El estrés oxidativo modifica los niveles del péptido Aβ secretado e intracelular en células 
SK-APP. A y B) Las gráficas muestran los niveles de Aβ40 y Aβ42 en los sobrenadantes de cultivo de células 
SK-APP tratadas con XXO e infectadas con HSV-1 a una moi de 10 y 0.1 ufp por célula durante 18 (A) y 48 
horas (B), respectivamente. Los asteriscos señalan las condiciones en las que los niveles de Aβ disminuyen 
significativamente en las células tratadas con XXO respecto a las células sin tratar (**p<0.01; *p<0.05) Los datos 
representados corresponden a las medias de cinco experimentos independientes. Las barras de error representan 
el error estándar de la media. C) Representación de los niveles de Aβ40 y Aβ42 intracelular de células SK-APP 
infectadas con HSV-1 a una moi de 10 ufp por célula durante 18 horas. La gráfica corresponde a un experimento 
































































































































































































Los resultados de los ensayos de ELISA demuestran que el estrés oxidativo altera el 
procesamiento del APP exacerbando los efectos de la infección con HSV-1 sobre los niveles del 
péptido Aβ intracelular y secretado. Esto unido al hecho de que el estrés oxidativo aumenta la 
acumulación de vesículas autofágicas inducida por HSV-1 y a que el estrés oxidativo inhibe la 







6.1. HIPÓTESIS INFECCIOSA DE LA EA. IMPLICACIÓN DEL HSV-1.
La enfermedad de Alzheimer esporádica es un síndrome muy complejo que presenta una 
etiología de naturaleza multifactorial (Blennow y cols., 2006). Sin embargo, aún teniendo en 
cuenta todos los factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales, relacionados con la EA, 
ésta no puede ser explicada en su totalidad. En las últimas décadas se ha reforzado la hipótesis 
de una etiología infecciosa de la EA (Holmes and Cotterell, 2009; Honjo y cols., 2009). Así, 
diferentes estudios han demostrado la asociación con la EA de tres tipos de bacterias: espiroquetas 
(Miklossy y cols., 1994), Chlamydia pneumoniae (Balin y cols., 1998) y Helicobacter pylori 
(Kountouras y cols., 2006). Además, tanto Chlamydia como espiroquetas pueden causar la 
acumulación de Aβ (Little y cols., 2004; Miklossy y cols., 2006) y, por tanto, estar implicados en 
el desarrollo de la patogénesis de la EA. También se ha relacionado la infección con diferentes 
virus con la patología de la EA esporádica. Es el caso del Herpesvirus humano 6 (HHV6) y el 
citomegalovirus (CMV) (Lin y cols., 2002).
Sin embargo, el HSV-1 es el patógeno que se ha asociado más claramente con un riesgo 
de padecer la EA (Dobson y cols., 2003). Una serie de datos sugerían esta asociación. El 
HSV-1 es un virus ubicuo consistente con la alta proporción de personas que padecen la EA 
y, además, tiene la capacidad de establecer latencia en el ganglio trigémino permaneciendo en 
el sistema nervioso durante toda la vida del individuo, hecho que está en concordancia con la 
aparición de la EA esporádica en la edad avanzada. Finalmente, durante la encefalitis herpética, 
las principales regiones afectadas son la corteza frontal y temporal y el hipocampo, las mismas 
áreas que presentan los principales cambios patológicos en la EA (Ball, 1982). Basado en estas 
premisas, en las dos últimas décadas, muchos laboratorios han investigado la relación entre HSV-
1 y la patogénesis de la EA. La primera evidencia experimental procede de la detección de DNA 
viral en una alta proporción de cerebros envejecidos, en las regiones más afectadas por la EA 
(Jamieson y cols., 1991; Jamieson y cols., 1992). Además, se ha demostrado que la reactivación 
del virus bajo condiciones de estrés o inmunosupresión da lugar a infecciones productivas que 
podrían causar neurodegeneración (Wozniak y cols., 2005). La infección latente con HSV-
1 también es capaz de causar daño oxidativo e inflamación crónica, eventos generalmente 
asociados a cerebros de EA (Boggian y cols., 2000; Valyi-Nagy y cols., 2000). Posteriormente, 
datos epidemiológicos demostraron que la posesión de un alelo APOE-ε4 unido a la presencia 
de HSV-1 en el cerebro confieren un alto riesgo de desarrollo de la EA esporádica. Este riesgo 
es mayor que el que ambos factores confieren por separado (Itzhaki y cols., 1997; Itzhaki y 
cols., 1998; Lin y cols., 2002). Además, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han 
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demostrado que la neuroinvasión de HSV-1 es dependiente de la dosis génica y del genotipo 
de APOE (Burgos y cols., 2002), siendo ApoE-ε4 más eficiente que ApoE-ε3 en el acceso del 
virus al cerebro (Burgos y cols., 2003), y que durante la infección aguda y latente, la carga viral 
en el cerebro es mayor en ratones portadores del alelo APOE-ε4 humano que en los portadores 
del alelo APOE-ε3 (Burgos y cols., 2006). Estos datos establecen un nexo funcional entre estos 
dos factores de riesgo sugiriendo que ApoE juega un papel importante en el acceso de HSV-1 
al cerebro.
A continuación, aparecieron numerosas evidencias relacionando el HSV-1 y las marcas 
histopatológicas de la EA. En primer lugar, la glicoproteína gB de HSV-1 posee una 
secuencia de alta homología con el péptido Aβ y polipéptidos sintéticos de esta región aceleran 
la agregación de Aβ (Cribbs y cols., 2000). En segundo lugar, otra proteína del HSV-1, Us11, 
se une a la proteína asociada a microtúbulos PAT1 que está implicada en el transporte de APP 
(Benboudjema y cols., 2003) y durante el transporte del virus a través de los axones, HSV-1 se 
asocia con APP causando posiblemente un procesamiento anormal de la proteína que promueve 
la generación de Aβ (Satpute-Krishnan y cols., 2003). Además, recientemente se ha demostrado 
que la mayor parte del DNA de HSV-1 encontrado en cerebros de pacientes de EA se localiza 
en las placas seniles (Wozniak y cols., 2009b). Finalmente, se ha descrito que HSV-1 induce la 
hiperfosforilación de tau (Wozniak y cols., 2009a; Zambrano y cols., 2008) y un incremento de 
los niveles del péptido Aβ intracelular (Wozniak y cols., 2007). Estudios recientes demuestran 
que la acumulación del péptido Aβ intracelular es el principal evento patogénico de la EA y que 
precede a la formación de las placas seniles extracelulares (LaFerla y cols., 2007), promoviendo 
los procesos de muerte neuronal (Takahashi y cols., 2004). Tomando en consideración todas 
estas evidencias experimentales, además de los resultados descritos en esta tesis, la infección 
con HSV-1 podría provocar un aumento de procesos inflamatorios en el cerebro y contribuir a 
la formación de las placas seniles y los ovillos neurofibrilares característicos de los cerebros de 
la EA. 
Recientemente se ha descrito que la autofagia, o concretamente la disfunción del proceso 
autofágico, es uno de los procesos que puede explicar la acumulación de agregados de 
proteínas anómalas en diferentes enfermedades neurológicas y, especialmente, en la EA (Nixon 
y cols., 2005; Yu y cols., 2004b). Además, el HSV-1 es capaz de controlar la actividad de la vía 
autofágica a través del factor viral de neurovirulencia ICP34.5 (Talloczy y cols., 2002; Talloczy y 
cols., 2006). Aún se desconocen las causas y los mecanismos subyacentes en el mal funcionamiento 
del proceso autofágico en la EA, pero la infección con HSV-1 podría estar implicada en esta 
disfunción. Con estos antecedentes, nos propusimos el desarrollo de modelos celulares de 
infección con HSV-1 con la intención de estudiar el estado de la autofagia en las células infectadas 
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y la relación funcional de la autofagia con la aparición de marcadores de la neurodegeneración 
característica de la EA, especialmente la acumulación del péptido Aβ. Por otra parte, el estrés 
oxidativo es uno de los eventos más tempranos en la patogénesis de la EA, desempeñando un papel 
importante en el desarrollo de la neurodegeneración (Zhu y cols., 2004). Además, la infección 
latente con HSV-1 está asociada a la aparición de daño oxidativo en las neuronas (Valyi-Nagy 
y cols., 2000). Por todo ello, se analizó el papel del estrés oxidativo y su posible interacción 
con HSV-1 en la inducción de los marcadores de neurodegeneración característicos de la EA.
6.2. INDUCCIÓN DE UNA RESPUESTA AUTOFÁGICA INCOMPLETA POR HSV-1.
En primer lugar, se realizó una serie de experimentos para comprender la relación entre 
el virus HSV-1 y el proceso autofágico. El análisis de la lipidación de LC3 es el parámetro 
más universalmente utilizado para el estudio de la autofagia (Mizushima, 2004). Por ello, se 
ha generado un modelo celular basado en la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-MC 
con el fin de monitorizar el proceso de autofagia en los modelos de infección. Este sistema 
consiste en la expresión de manera estable del marcador de autofagia, LC3, como proteína 
de fusión GFP-LC3. La comprobación experimental de que esta línea celular es capaz de 
responder a estímulos autofágicos clásicos, como la rapamicina o la privación de nutrientes, 
detectándose la aparición de vesículas autofágicas y la degradación de proteínas de vida media 
larga, confirma que este modelo celular es adecuado para el estudio de las consecuencias de la 
infección con HSV-1 sobre la autofagia.
El análisis de los resultados obtenidos a partir de la monitorización de GFP-LC3 permite 
concluir que HSV-1 induce la acumulación de GFP-LC3-II y su incorporación en las 
vesículas autofágicas de una manera dependiente del tiempo y de la dosis viral. En condiciones 
fisiológicas, las vesículas autofágicas presentan una vida media muy corta siendo rápidamente 
eliminadas tras su fusión con los lisosomas. De este modo la acumulación de vesículas 
autofágicas en células infectadas podría interpretarse como un aumento de la activación de 
la autofagia como consecuencia de la infección. Sin embargo, la acumulación de vesículas 
autofágicas no se correlaciona con un aumento de la degradación de proteínas. De acuerdo con 
nuestros resultados, en otros modelos celulares de infección no se ha detectado un aumento de 
la degradación de proteínas en las células infectadas con HSV-1 salvaje. Sólo una cepa mutante 
que carece de la proteína ICP34.5 es capaz de incrementar la actividad de la vía autofágica 
(Talloczy y cols., 2002). La proteína ICP34.5 inhibe la autofagia mediante dos mecanismos, 
uno que implica la defosforilación de eiF2α (Chou y cols., 1995; He y cols., 1997) y otro 
que requiere la unión directa de ICP34.5 con una proteína esencial en las primeras etapas de 
la autofagia, la beclina 1, causando su inhibición (Orvedahl y cols., 2007). Este efecto no es 
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exclusivo de la infección con HSV-1. Otros virus que causan enfermedades humanas, como el 
Coxsackievirus B3 (Wong y cols., 2008), poliovirus (Taylor and Kirkegaard, 2008) y el virus 
de la hepatitis C (Sir y cols., 2008), también inducen una autofagia anómala caracterizada por 
una intensa acumulación de autofagosomas.  
Se ha descrito que la proteína de fusión GFP-LC3, especialmente en condiciones de 
sobreexpresión, tiende a asociarse con agregados de proteínas de una manera independiente del 
proceso autofágico (Kuma y cols., 2007). Para excluir la posibilidad de un artefacto experimental 
debido a la sobreexpresión de GFP-LC3, se comprobó la acumulación de LC3-II endógeno 
en el neuroblastoma SK-N-MC infectado con HSV-1 y se obtuvieron los mismos resultados 
que en la línea celular SK-LC3. Además, se llevaron a cabo experimentos con inhibidores del 
proceso autofágico, para descartar una mala interpretación de la acumulación de LC3-II. El 
tratamiento con 3-MA, el inhibidor farmacológico más utilizado para bloquear la autofagia, 
redujo la acumulación de LC3-II. El 3-MA ejerce su inhibición sobre la fosfoinositol 3 quinasa 
(PI3K), implicada en las primeras etapas del proceso autofágico (Seglen and Gordon, 1982). 
Sin embargo, esta quinasa controla múltiples procesos celulares, por lo que el 3-MA tiene una 
serie de efectos pleiotrópicos. Por ello, se diseñó una herramienta para inhibir de forma más 
específica el proceso autofágico basada en la técnica de RNA de interferencia. Estudios previos 
han demostrado que en células deficientes para el gen ATG5 no se produce la acumulación de 
vesículas autofágicas incluso bajo condiciones de privación nutricional. La proteína Atg5 es 
imprescindible para la modificación postraduccional de LC3 y para la formación final de los 
autofagosomas (Mizushima y cols., 2001). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se generó 
un adenovirus que expresa un shRNA dirigido contra el gen ATG5, con el objetivo de inhibir 
la expresión de dicho gen y, por tanto, el proceso autofágico y así poder determinar los eventos 
dependientes de la activación de autofagia. Los resultados evidenciaron que el adenovirus 
generado silencia la expresión del gen ATG5 endógeno con una gran eficiencia. Como 
consecuencia de ello, Ad-shATG5 inhibe de forma acusada la acumulación de autofagosomas 
inducida por la infección con HSV-1 indicando que el incremento de inmunorreactividad de 
LC3-II en las células infectadas es de origen autofágico. Esto convierte al Ad-shATG5 en una 
herramienta muy potente que permite el estudio del proceso autofágico inducido por HSV-1.
Los datos obtenidos con los inhibidores virales confirmaron que la respuesta autofágica está 
inducida específicamente por la infección pero que no es necesaria una infección productiva 
para la acumulación de las vesículas autofágicas. Adicionalmente, se estudió si alguna proteína 
viral intervenía funcionalmente en los efectos inducidos sobre la autofagia. Los resultados 
obtenidos con el inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida, evidenciaron que el proceso 
es dependiente de la síntesis de proteínas virales. 
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Como se ha comentado anteriormente, la acumulación masiva de vesículas autofágicas 
en células infectadas con HSV-1 no repercute en un aumento de la degradación autofágica 
de proteínas. Estos datos indican que HSV-1 ejerece un control muy profundo del proceso 
autofágico. Por ello, aunque la infección con HSV-1 induce una acumulación de autofagosomas, 
es necesario distinguir entre un aumento de la formación de autofagosomas y, por tanto, un 
incremento en la actividad autofágica, o una disminución del reciclaje de los autofagosomas por 
un bloqueo de su fusión con los lisosomas o una inhibición de la función degradativa lisosomal. 
Debido a esto, la monitorización del marcador de autofagia LC3 tiene que ser complementada 
con el análisis del flujo autofágico y de este modo poder interpretar los resultados de manera 
correcta (Klionsky y cols., 2008). Una metodología que permite la medida del flujo autofágico 
incluye el análisis de los niveles de LC3 en presencia de inhibidores lisosomales que impiden 
su degradación (Mizushima and Yoshimori, 2007). El tratamiento con inhibidores lisosomales, 
indujo un pequeño aumento de los niveles de LC3-II en las células infectadas con HSV-1. Este 
aumento fue mucho menor que el observado en las células sin infectar o tratadas con rapamicina, 
indicando que la infección con HSV-1 induce una disminución intensa del flujo autofágico. Otro 
método alternativo para la detección del flujo autofágico es el análisis de la proteína p62 (Bjorkoy 
y cols., 2009). p62 se une directamente a la proteína LC3 y es degradada específicamente 
mediante el proceso autofágico (Bjorkoy y cols., 2005). Debido a esto, la acumulación de p62 
se utiliza como un marcador de la inhibición de la autofagia o de defectos en la degradación 
autofágica (Nakai y cols., 2007; Wang y cols., 2006). Nuestros resultados muestran que la 
proteína p62 se acumula durante la infección con HSV-1 y que, mayoritariamente, se localiza en 
los compartimentos autofágicos. Estos datos podrían indicar una actividad autofágica deficiente 
como resultado de la infección con HSV-1. Además, mediante microscopía electrónica en 
células infectadas con HSV-1 se detectaron los diferentes compartimentos autofágicos pero no 
se observaron autolisosomas con material citosólico en degradación. Profundizando más en el 
estudio de la inhibición del flujo autofágico inducido por HSV-1, se identificaron bajos niveles 
de colocalización de LC3 con el marcador lisosomal CD63 tanto en presencia como en ausencia 
de inhibidores lisosomales. La ausencia de LC3 en los lisosomas en presencia de inhibidores 
de la función lisosomal es indicativo de que LC3 no está siendo rápidamente degradado en 
estos compartimentos. Por lo tanto, la infección con HSV-1 induce un fallo en la fusión de 
los autofagosomas con los lisosomas. El conjunto de estos resultados, permite concluir que 
aunque HSV-1 induce la acumulación de vesículas autofágicas, la actividad autofágica en 
células infectadas es similar a la de las células en condiciones nutricionales normales. Además, 
nuestros resultados demuestran por primera vez que la infección con HSV-1 interrumpe el flujo 
autofágico a nivel de la fusión de los autofagosomas con los lisosomas, estableciendo otro 
mecanismo de control de la autofagia adicional al que media la proteína viral ICP34.5. Los 
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resultados con cicloheximida indican que algún producto viral está funcionalmente implicado 
en la acumulación de autofagosomas. Actualmente, estamos implicados en la investigación de 
las proteínas virales causantes de este defecto. En este sentido, recientemente se ha descrito que 
la proteína de la matriz M2 del virus de la Influenza A inhibe la fusión de vesículas autofágicas y 
lisosomas impidiendo la formación de autolisosomas (Gannage y cols., 2009). Esto sugiere que 
alguna proteína temprana o temprana-tardía del virus HSV-1 podría estar actuando de manera 
similar impidiendo la fusión de los autofagosomas con los lisosomas.
La autofagia ha sido identificada como un mecanismo de la inmunidad innata que protege 
de la invasión de los patógenos intracelulares (Kirkegaard y cols., 2004; Schmid y cols., 2006). 
En esta línea, se ha demostrado que en determinadas condiciones HSV-1 sufre una degradación 
autofágica (Talloczy y cols., 2006). Sin embargo, las bacterias y los virus han desarrollado 
diferentes estrategias para evadir la degradación autofágica e incluso utilizar la maquinaria 
autofagosomal para su propia replicación (Espert y cols., 2007). En nuestros modelos de 
infección, la inhibición del proceso autofágico mediado por la eliminación de la expresión de 
ATG5 no causó variaciones apreciables en los niveles de DNA y proteínas virales así como en el 
título viral de células infectadas con HSV-1. Además, mediante microscopía electrónica apenas 
se observan viriones de HSV-1 englobados por membranas autofagosomales. Al contrario, la 
mayoría se encuentran libres en el citoplasma o rodeados por vesículas de salida de membrana 
única. La conformidad de estos resultados con otros trabajos recientes de la literatura (Alexander 
y cols., 2007; Jounai y cols., 2007) indican que la acumulación de autofagosomas en nuestros 
modelos celulares de infección no repercute positiva o negativamente en el crecimiento viral y, 
por lo tanto, el proceso autofágico no está implicado de forma relevante en la replicación ni en 
la degradación del virus HSV-1.
La facultad de HSV-1 de inhibir el proceso autofágico en diferentes tipos celulares a través 
de la acción de la proteína viral ICP34.5 está ampliamente establecida (Orvedahl y cols., 2007; 
Talloczy y cols., 2002). Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestros modelos celulares 
parecen estar de acuerdo con los descritos por English y colaboradores en macrófagos infectados 
con HSV-1, donde HSV-1 podría inducir un tipo de autofagia caracterizado por la formación 
de autofagosomas a partir de la membrana nuclear en etapas tardías de la infección (English y 
cols., 2009). Desde las 9 h.p.i., en las células infectadas se acumulan autofagosomas clásicos 
de doble membrana y, además, aparecen estructuras emergentes formadas por protuberancias 
de la membrana nuclear que posteriormente se acumulan en el citoplasma de la célula como 
autofagosomas de cuatro membranas. Este tipo de autofagia nuclear podría estar implicado en 
la presentación de antígenos virales mediante el MHC de clase I y II (English y cols., 2009; 
Paludan y cols., 2005). En el trabajo de English y colaboradores demuestran que la glicoproteína 
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gB colocaliza con LC3 y es procesada y presentada por el MHC de clase I en la membrana 
plasmática. En nuestro modelo, la proteína LC3 también colocaliza con otra glicoproteína viral, 
gC, en estadios de la infección donde se inician la generación de las estructuras autofagosomales 
de cuatro membranas, indicando una posible relación funcional del proceso autofágico con la 
presentación de antígenos virales mediante el complejo MHC de clase I. Actualmente, estamos 
profundizando en la investigación de este proceso. Estas estructuras de múltiples membranas 
no se detectan en las células sin infectar o tratadas con rapamicina, lo que podría indicar que 
este tipo de autofagia nuclear podría ser una reacción de las células huésped ante la infección de 
HSV-1 como respuesta ante la inhibición por parte del virus de la vía autofágica clásica.
La autofagia está asociada con la prevención y patogénesis de diferentes enfermedades 
(Shintani and Klionsky, 2004) y también desempeña un papel importante en la defensa contra 
las infecciones virales (Espert y cols., 2007). Su papel es particularmente importante en el 
sistema nervioso central, donde el control de calidad de las proteínas y el recambio de orgánulos 
es más importante que en las células mitóticas (Boland and Nixon, 2006). Dos estudios recientes 
indican que el mantenimiento de la autofagia basal en neuronas de ratón es crítico para prevenir 
las enfermedades neurodegenerativas (Hara y cols., 2006; Komatsu y cols., 2006). También, 
existen algunas evidencias que sugieren que la autofagia desempeña un papel protector en 
procesos neurodegenerativos, especialmente en la EA (Florez-McClure y cols., 2007) (Nixon, 
2007). Además, otro estudio demuestra una expresión reducida de beclina 1 en cerebros de EA 
y un incremento de la patología de EA en los ratones deficientes en beclina 1 (Pickford y cols., 
2008). Por último, se ha descrito que la autofagia es un proceso muy activo en neuronas sanas 
y que la acumulación de vesículas autofágicas en el cerebro de pacientes de EA representa una 
eliminación ineficiente de los autofagosomas más que una marcada inducción de la autofagia 
(Boland y cols., 2008). En la línea de estos descubrimientos, la acumulación de autofagosomas 
inducida por HSV-1 demostrada en este trabajo, podría responder a un fallo en la fusión de 
autofagosomas y lisosomas. De esta manera, una autofagia defectiva inducida por la infección 
con HSV-1 podría contribuir a la neurodegeneración. 
6.3. ALTERACIÓN DEL PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA APP POR HSV-1.
Evidencias experimentales han revelado que la autofagia está funcionalmente implicada 
tanto en la generación del péptido Aβ (Nixon y cols., 2005; Yu y cols., 2005) como en la 
eliminación de los agregados de Aβ intracelular (Hung y cols., 2009). Por tanto, la acumulación 
de vesículas autofágicas inducida por HSV-1 podría estar relacionada con una alteración de los 
niveles de Aβ en nuestros modelos de infección. Para llevar a cabo este estudio, se utilizó un 
modelo celular que expresa establemente la proteína APP ya que las células de neuroblastoma 
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SK-N-MC no expresan niveles detectables de Aβ. Los resultados revelaron que la infección con 
HSV-1 inducía un aumento de los niveles del péptido Aβ intracelular, especialmente del péptido 
Aβ42 en las células SK-APP. Estos resultados están de acuerdo con el hecho de que la mayoría 
del Aβ intraneuronal que se acumula corresponde a la isoforma de 42 aminoácidos (Gouras 
y cols., 2000). Para descartar la existencia de uniones inespecíficas o una reacción cruzada 
con el APP, en las células SK-APP se detectó el péptido Aβ utilizando diferentes anticuerpos 
específicos de 4 epítopos distintos: 6E10 (que reconoce los residuos 1 a 16 del péptido Aβ), 
4G8 (que reconoce los residuos 17 a 24 del péptido Aβ) y dos anticuerpos específicos para 
Aβ40 y Aβ42, respectivamente. Todos los anticuerpos muestran una fuerte inducción de la 
inmunorreactividad de Aβ intracelular como consecuencia de la infección con HSV-1. Además, 
la infección con HSV-1 produce una disminución de los niveles de APP, característica de la 
inhibición general de la expresión de proteínas celulares inducida por el virus, descartando el 
hecho de que el incremento del péptido Aβ sea debido a un aumento de los niveles de APP. 
Para confirmar que el incremento del péptido Aβ es debido específicamente a la infección 
con HSV-1, se analizó el efecto de dos inhibidores virales. La heparina, inhibidor de la entrada 
viral, revirtió completamente la acumulación del péptido Aβ intracelular. Sin embargo, el 
incremento del péptido Aβ no se ve afectado por el tratamiento con PAA, un inhibidor de la 
DNA polimerasa viral. Además, el tratamiento con cicloheximida reveló que la acumulación 
del péptido Aβ también es dependiente de la síntesis de proteínas virales. De esta forma, los 
inhibidores virales y de la síntesis proteica ejercen el mismo efecto sobre la acumulación de 
vesículas autofágicas y sobre la acumulación de Aβ intracelular, sugiriendo una posible conexión 
entre estos dos procesos. Los genes tardíos γ de HSV-1 se dividen en dos subclases: γ1, cuya 
expresión está reducida en ausencia de la replicación viral y γ2, en los que la síntesis de DNA 
viral es requerida para su expresión (Gao and Knipe, 1991). Por lo tanto, los productos virales 
necesarios para la acumulación de Aβ en vesículas autofágicas es probable que no correspondan 
al tipo γ2 de genes tardíos de HSV-1. Por otra parte, la acumulación del péptido Aβ se inicia en 
estadios tempranos de la infección, a partir de 2 h.p.i., de acuerdo con el hecho de que el péptido 
Aβ se acumula antes de que comience la replicación de HSV-1 y, por tanto, es independiente 
de la misma. Además, la generación tan temprana del péptido Aβ en las células infectadas, 
sugiere la participación de proteínas virales de expresión temprana. Algunas de las proteínas 
de expresión temprana en el ciclo viral participan en la regulación de la expresión génica. De 
esta forma, el aumento de la expresión de genes celulares implicados en la acumulación del 
péptido Aβ y de las vesículas autofágicas podría constituir un posible mecanismo. Numerosas 
evidencias indican que la acumulación del Aβ intracelular es uno de los eventos más tempranos 
en la patogénesis de la EA (LaFerla y cols., 2007), y la infección con HSV-1, por tanto, podría 
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estar implicado en este proceso. 
Existen numerosos estudios que demuestran que el incremento de la actividad β- o γ- secretasa 
conduce a la acumulación de Aβ intracelular. Al examinar el efecto de HSV-1 sobre la actividad 
de las distintas secretasas implicadas en el procesamiento de APP, no se observa ningún cambio 
en la actividad β-secretasa a lo largo de la infección. Por el contrario, resultados preliminares 
indican que la actividad γ-secretasa aumenta desde etapas tempranas de la infección. Además, la 
infección con HSV-1 produce una marcada disminución de la actividad α-secretasa, detectable 
a 3 h.p.i., así como de sus productos proteolíticos α-CTF y sAPPα, indicando la inhibición del 
procesamiento no amiloidogénico de la proteína APP. Estos mismos resultados se obtuvieron en 
condiciones endógenas en las células SK-N-MC, descartando la posibilidad de que la alteración 
inducida por HSV-1 en la vía no amiloidogénica fuera debido a la sobreexpresión de la proteína 
APP. Estos datos sugieren que la infección con HSV-1 favorece el procesamiento de APP a 
través de la vía amiloidogénica y que el aumento de los niveles de Aβ intracelular observado 
en nuestro modelo de infección podría ser explicado, al menos en parte, por un aumento de la 
actividad γ-secretasa. Sin embargo, la intensa acumulación del péptido Aβ como consecuencia 
de la infección, indica probablemente la participación de otros procesos celulares.
La acumulación del péptido Aβ presenta un marcaje semejante al patrón de distribución de 
GFP-LC3 y LC3 endógeno en células infectadas. Los resultados derivados de los estudios de 
colocalización indican que una parte importante de las moléculas de LC3 y Aβ se encuentran en 
la misma estructura celular, aportando un nuevo indicio acerca de la existencia de una conexión 
funcional entre los dos procesos. Una primera posibilidad es que la acumulación de vesículas 
autofágicas inducida por HSV-1 esté implicada en la generación del péptido Aβ. Así, en 
relación con la EA, se ha descrito la existencia de vesículas autofágicas en cerebros de ratones 
transgénicos que expresan APP humano. Estas vesículas contienen APP, distintas especies 
de Aβ y los enzimas β- y γ-secretasa, necesarias para su generación. Además, las vesículas 
autofágicas han sido identificadas como uno de los reservorios del péptido Aβ intracelular en 
el cerebro de estos ratones y de pacientes de EA (Yu y cols., 2005; Yu y cols., 2004b). Con el 
fin de analizar la implicación funcional del proceso autofágico en la generación de Aβ en las 
células infectadas, se inhibió la expresión del gen ATG5 y se analizó la acumulación de Aβ 
en un contexto de autofagia no funcional. En estas condiciones no se produjo la acumulación 
de vesículas autofágicas. Sin embargo, la ausencia de autofagia no previno la acumulación 
del péptido Aβ, indicando que el proceso autofágico no está implicado funcionalmente en la 
generación de péptido Aβ que se acumula en las células infectadas con HSV-1.
 Una segunda posibilidad consiste en que la localización de Aβ en las vesículas autofágicas 
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indique que el péptido Aβ es diana para la degradación lisosomal por la vía autofágica. Esto 
es consistente con que la autofagia es la principal ruta metabólica encargada de la degradación 
de proteínas agregadas y mutantes que están asociadas a enfermedades neurodegenerativas, 
incluyendo la enfermedad de Parkinson (Cuervo y cols., 2004) y de Huntington (Ravikumar y 
cols., 2004). Además, la autofagia ha sido señalada como un mecanismo que protege las neuronas 
frente a la neurotoxicidad del péptido Aβ (Hung y cols., 2009; Komatsu y cols., 2007). Entonces, 
defectos en la ejecución del proceso autofágico podrían causar la acumulación de vesículas 
autofágicas conteniendo Aβ que no sería degradado por los lisosomas resultando, en último 
término, en la acumulación intracelular del péptido. En este sentido, en cerebros de pacientes 
con la EA se ha observado una acumulación de vesículas autofágicas en neuronas afectadas y 
en neuritas distróficas asociadas con Aβ en placas seniles, sugiriendo una disfunción progresiva 
del proceso autofágico resultante en fallos en la fusión de las vesículas autofágicas con los 
lisosomas (Boland y cols., 2008; Nixon y cols., 2005). De acuerdo con estas evidencias, en 
nuestros modelos celulares la infección con HSV-1 induce una fuerte acumulación de vesículas 
autofágicas conteniendo Aβ. Estas vesículas no se fusionan eficientemente con los lisosomas 
y, por lo tanto, no tiene lugar un incremento de la degradación autofágica de proteínas, lo que 
indica que la infección con HSV-1 produce un bloqueo de la ejecución del proceso autofágico 
que podría causar una acumulación masiva del péptido Aβ en las vesículas autofágicas. Esta 
segunda posibilidad también está apoyada por el hecho de que la acumulación de Aβ sea anterior 
a la acumulación de las vesículas autofágicas. De esta forma los agregados de Aβ inducidos por 
la infección podrían ser reconocidos por la maquinaria autofágica para su eliminación. Esta 
eliminación es evitada por el bloqueo de la ejecución de la autofagia causado por el virus.
El lisosoma es otro de los orgánulos celulares donde se puede generar el péptido Aβ 
(Pasternak y cols., 2003). En este sentido, el incremento de Aβ podría deberse a un aumento 
del procesamiento proteolítico de APP en los lisosomas debido a la infección con HSV-1. Sin 
embargo, las estructuras celulares LC3 y Aβ positivas no colocalizan con el marcador lisosomal 
CD63 en las células infectadas con HSV-1, hecho que reduce esta posibilidad. Además, el 
tratamiento con inhibidores de la función lisosomal no causó una reducción de los niveles del 
péptido Aβ, excluyendo la posibilidad de que los lisosomas estén implicados en la producción 
de Aβ inducida por la infección. Más aún, la inhibición de la función lisosomal resultó en 
un incremento, aunque no significativo del péptido Aβ intracelular. Como el lisosoma es el 
orgánulo destino de la vía autofágica, este aumento podría reflejar que el péptido Aβ está siendo 
degradado por los lisosomas y que la fusión ineficiente de las vesículas autofágicas con los 
lisosomas y, como consecuencia, la degradación autofágica ineficiente que tiene lugar en las 
células infectadas favorezca que no se eliminen los acúmulos de Aβ.
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Existen evidencias que demuestran que el péptido Aβ se genera intracelularmente a través 
de la vía secretora, tanto en el RE (Cook y cols., 1997; Wild-Bode y cols., 1997) como en la 
red del Golgi (Hartmann y cols., 1997). Además, la producción de Aβ en la ruta secretora es 
exclusiva de neuronas ya que en células no neuronales el péptido Aβ es generado en mayor 
medida en la superficie celular y no intracelularmente (Hartmann y cols., 1997). Debido a 
que los compartimentos autofágicos y lisosomales no están implicados funcionalmente en la 
generación del péptido Aβ que posteriormente se acumula como consecuencia de la infección, 
es posible que el péptido Aβ se produzca en la vía secretora en nuestros modelos celulares. La 
cuantificación de Aβ en medios condicionados de células infectadas revelaron que HSV-1 induce 
una disminución muy elevada de los niveles de las dos isoformas del péptido Aβ secretado en 
las células SK-APP. La mayor parte del péptido Aβ sintetizado en la célula es destinado a la 
secreción y ésta tiene lugar mayoritariamente a través de la ruta secretora constitutiva (Busciglio 
y cols., 1993). En base a esto, la disminución de los niveles del péptido Aβ extracelular y, en 
consecuencia, el incremento del péptido Aβ intracelular en las células infectadas, podría ser 
debido a una inhibición de la ruta secretora constitutiva inducida por la infección con HSV-1, 
lo que provocaría una acumulación progresiva del péptido Aβ dentro de la célula a lo largo de 
la infección. Ensayos de actividad de la vía secretora constitutiva, utilizando una luciferasa de 
Gaussia (GLuc) que se secreta constitutivamente, demostraron que HSV-1 no sólo no ejerce 
una inhibición sino que induce un aumento de la actividad secretora de una forma dependiente 
de tiempo y de dosis viral. Este resultado, sugiere que, mayoritariamente, en nuestro modelo 
celular la secreción del péptido Aβ no tiene lugar por la vía secretora constitutiva. 
Se han descrito varias vías de secreción alternativas a la vía convencional (Nickel and 
Rabouille, 2009). Una de ellas implica la secreción de exosomas derivados de los MVB. Los 
MVB son una clase de endosomas tardíos que presentan invaginaciones de la membrana que 
dan lugar a vesículas internas denominadas exosomas (van der Goot and Gruenberg, 2006). 
Principalmente, los MVB envían sus contenidos citoplasmáticos a los lisosomas para su 
degradación (Piper and Katzmann, 2007) pero también se fusionan con la membrana plasmática 
liberando los exosomas al espacio extracelular (Stoorvogel y cols., 2002; Fevrier and Raposo, 
2004). Recientemente, se ha descrito que el péptido Aβ es liberado al espacio extracelular 
mediante la secreción de exosomas (Rajendran y cols., 2006). En este sentido, la colocalización 
de CD222 y el péptido Aβ inducida por HSV-1 puede indicar una implicación funcional de la vía 
endocítica en la secreción del péptido al exterior celular. También se ha descrito recientemente 
que la inducción de la autofagia redirige los MVBs hacia las vesículas autofágicas lo que deriva 
en la inhibición de la secreción de los exosomas (Fader y cols., 2008). Así, un escenario posible 
en nuestro modelo celular de infección es que la inhibición de la ruta de secreción mediada por 
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exosomas en las células infectadas por HSV-1 se traduciría en una acumulación del péptido 
Aβ. Debido a que la maquinaria autofágica es la encargada de la eliminación de agregados 
proteicos celulares, ésta se dispararía como consecuencia de la acumulación del péptido Aβ pero 
es posteriormente inhibida en sus etapas finales por HSV-1 resultando en el mal funcionamiento 
de la vía autofágica por una deficiencia en la fusión con los lisosomas y, por tanto, causando la 
acumulación de las estructuras LC3/Aβ positivas.
La generación del péptido Aβ también tiene lugar en el sistema endosomal (Koo and 
Squazzo, 1994; Kinoshita y cols., 2003). Los endosomas tardíos/MVB se pueden fusionar 
directamente con los lisosomas o previamente con los autofagosomas generando los anfisomas 
que, finalmente, también se fusionan con los lisosomas (Berg y cols., 1998; Liou y cols., 1997). 
En las neuronas, existe una fusión activa entre los endosomas y los autofagosomas (Larsen and 
Sulzer, 2002), lo que indica que la endocitosis podría ser una vía importante de entrada del APP 
en la vía autofágica. Los MVB y los endosomas son relativamente abundantes en APP y las 
distintas secretasas, y se ha descrito que ambas estructuras contienen el péptido Aβ en cerebros 
de pacientes con EA y modelos murinos de EA (Gouras y cols., 2000; Takahashi y cols., 2002). 
En este sentido, el marcador de autofagia LC3 y el marcador de endosomas tardíos CD222 
colocalizan en células infectadas con HSV-1, pero estas estructuras no contienen el marcador 
de endosomas tempranos EEA1, lo que sugiere que en nuestro modelo celular están teniendo 
lugar eventos de fusión entre los endosomas tardíos/MVB y los autofagosomas. El acúmulo de 
estructuras LC3/Aβ y CD222 positivas podría explicarse en base a una degradación lisosomal 
ineficiente y, consecuentemente, una acumulación de anfisomas que podría contribuir a la 
acumulación del péptido Aβ intracelular en las células infectadas con HSV-1. Recientemente, se 
ha descrito que la degradación de proteínas por la vía autofágica requiere la presencia de MVBs 
funcionales. En estas condiciones se detectan anfisomas pero la formación de los autolisosomas 
está inhibida (Filimonenko y cols., 2007). Teniendo en cuenta este dato, otra posibilidad es que 
en las células infectadas con HSV-1, existan MVB no funcionales que inhiban la degradación 
autofágica. Otros resultados a favor de esta hipótesis provienen de un estudio en un modelo de 
la enfermedad de Niemann-Pick, donde una deficiencia de una proteína endosomal genera un 
desorden con marcas histopatológicas comunes con la EA, incluyendo ovillos neurofibrilares, 
la acumulación de Aβ (Yamazaki y cols., 2001) y la aparición de fragmentos proteolíticos 
procedentes del APP en endosomas (Jin y cols., 2004).
El conocimiento del origen del péptido Aβ acumulado como consecuencia de la infección 
con HSV-1 es de gran importancia para comprender los mecanismos moleculares del proceso. 
Actualmente, estamos investigando si el péptido Aβ localizado en estructuras autofágicas se 
origina a través de la ruta secretora o en el compartimento endosomal, mediante la utilización 
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de drogas inhibidoras de ambas rutas y la inhibición de la expresión de proteínas esenciales 
en ambos procesos por RNA de interferencia. Un escenario alternativo en nuestro modelo 
celular de infección es que la acumulación del péptido Aβ inducida por HSV-1 sea la causa 
directa del incremento del número de vesículas autofágicas en vez de que el proceso autofágico 
constituya una respuesta celular inducida para la eliminación del péptido Aβ. Esta hipótesis 
está en conformidad con la aparición más temprana del péptido Aβ intracelular, detectable a 
2 h.p.i., con respecto a las vesículas LC3 positivas detectables a 6 h.p.i. En este sentido, se 
ha demostrado la activación del proceso autofágico inducida por el péptido Aβ (Hung y cols., 
2009) y un trabajo reciente describe que el péptido Aβ42 inicia una cascada neurodegenerativa 
al inducir una acumulación masiva de vesículas autofágicas en un modelo de Drosophila (Ling 
and Salvaterra, 2009; Ling y cols., 2009). La utilización de RNA interferentes específicos de 
APP sería de una gran utilidad para el estudio de esta hipótesis.
Un aspecto a destacar es que las alteraciones en el metabolismo de la proteína APP y 
en el proceso autofágico también se observan cuando la infección con HSV-1 se realiza en 
condiciones más similares a la infección natural, es decir, a una moi baja y durante tiempos más 
largos. Este hecho excluye la posibilidad de que, tanto la acumulación del péptido Aβ como la 
de los autofagosomas inducidas por el virus, fueran el resultado de una sobrecarga excesiva de 
los mecanismos celulares que median tanto el metabolismo de APP como el proceso autofágico 
producto de una infección masiva. Además, estas alteraciones son específicas de la infección 
con HSV-1 y no un fenómeno general asociado a la infección viral, ya que experimentos de 
infección con un virus Sindbis recombinante que expresa la proteína GFP o con adenovirus no 
replicativos que expresan shRNA no indujeron la acumulación de Aβ ni de vesículas autofágicas. 
En este sentido, se ha descrito que el HIV-1 induce la acumulación de Aβ intraneuronal en 
pacientes infectados con HIV-1 (Achim y cols., 2009). Es posible que la infección con distintos 
virus asociados con el desarrollo de alteraciones neurológicas, como el HSV-1 y el HIV-1, esté 
asociada a la producción de Aβ y que éste sea uno de los mecanismos que contribuyan a la 
muerte neuronal.
La hipótesis de los eventos celulares que podrían conducir a la acumulación del péptido Aβ 
intracelular en las vesículas autofágicas en las células neuronales infectadas con HSV-1 está 
resumida en la Figura D.1:
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Figura D.1. Hipótesis de los eventos celulares inducidos por la infección con HSV-1. En células sin infectar, 
el péptido Aβ se puede generar en el RE y en el aparato de Golgi y ser secretado a través de la vía secretora 
constitutiva. Sin embargo, la mayor parte del péptido Aβ se secretaría a través de la liberación de los exosomas de 
los MVBs. El APP localizado en la membrana plasmática puede ser internalizado por endocitosis y ser procesado 
proteolíticamente por las actividades β- y γ-secretasa en el sistema endosomal/lisosomal dando lugar al péptido 
Aβ. Además, la proteína APP residente en el aparato de Golgi y el péptido Aβ generado en la ruta secretora 
también pueden ser introducidos en la vía endosomal. Los endosomas conteniendo APP y Aβ maduran en MVBs 
que, en las células sin infectar, predominantemente se fusionarían con la membrana plasmática liberando el 
péptido Aβ al espacio extracelular. Sin embargo, en células infectadas con HSV-1, los endosomas/MVBs serían 
redirigidos a la vía autofágica causando la inhibición de la secreción del péptido Aβ. Como HSV-1 también 
inhibe los eventos de fusión autofagosomas-lisosomas y, por tanto, la ejecución de la autofagia, se produciría 



















6.4. INTERACCIÓN ENTRE EL HSV-1 Y EL ESTRÉS OXIDATIVO.
El estrés oxidativo asociado al envejecimiento es un factor importante en el desarrollo 
de la EA y uno de los eventos primarios en la patogénesis de la misma (Nunomura y cols., 
2001). Los cerebros de pacientes de EA presentan evidencias de daño neuronal mediado por 
especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (Pratico, 2002), detectándose un daño oxidativo 
neuronal incluso en los estadios tempranos de la EA (Zhu y cols., 2004). Además, en células 
de neuroblastoma humano se ha descrito que el estrés oxidativo induce la acumulación de Aβ 
intracelular a través de la inducción de un proceso autofágico (Zheng y cols., 2006). Por otra 
parte, el estrés oxidativo es un evento común asociado a las infecciones virales. Está ampliamente 
descrito que tanto la infección aguda como la infección latente de HSV-1 induce la aparición 
de daño oxidativo en el sistema nervioso (Milatovic y cols., 2002; Valyi-Nagy y cols., 2000). 
Estudios en modelos de infección latente con HSV-1 han revelado una inflamación crónica, con 
un elevado nivel de citoquinas y un incremento en la actividad de iNOS, ambiente que puede 
prevenir la reactivación de HSV-1 y, a su vez, causar un daño oxidativo neuronal (Koprowski 
y cols., 1993; Meyding-Lamade y cols., 1998). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se 
analizó el efecto del estrés oxidativo sobre los marcadores de neurodegeneración inducidos 
por la infección con HSV-1. Para ello, se empleó el sistema generador de radicales libres XXO 
con el que tenemos una amplia experiencia en nuestro laboratorio. Así, trabajos previos de 
nuestro grupo en la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-MC han mostrado que el 
tratamiento con XXO induce una muerte celular apoptótica y una potente regulación de la 
vía biosintética del colesterol (Recuero y cols., 2009). Las anomalías en el metabolismo del 
colesterol son muy importantes en la patógenesis de la EA. Además, los niveles de colesterol en 
la membrana celular afectan el procesamiento proteolítico de la proteína APP, incrementando 
los niveles del péptido Aβ (Martins y cols., 2009). Los resultados revelan que el estrés oxidativo 
induce la acumulación de vesículas autofágicas e inhibe la secreción del péptido Aβ, aunque 
en menores niveles que la infección con HSV-1. Al analizar la interacción entre los dos 
factores, se observa que el estrés oxidativo exacerba los efectos producidos por la infección con 
HSV-1, incrementando tanto la acumulación del péptido Aβ intracelular como de las vesículas 
autofágicas. Además, también contribuye a la inhibición de la secreción del péptido Aβ. Debido 
a que el estrés oxidativo actúa como un potenciador de los efectos de la infección con HSV-1, 
se analizó si el efecto del estrés oxidativo era debido meramente a un aumento de la eficiencia 
de la infección. Sorprendentemente, el estrés oxidativo atenuó en gran medida la infección con 
HSV-1. Estos resultados están en conformidad con el hecho de que las especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y las especies reactivas de nitrógeno (RNS) modulan la permisividad de las 
células en la replicación viral como parte de la respuesta inmune de la células huésped (Akaike, 
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2001). Además, se ha demostrado el efecto antiviral del óxido nítrico mediando la inhibición 
de la replicación de HSV-1 (Croen, 1993). Aunque no se han identificado los mecanismos 
responsables, el hecho de que el estrés oxidativo disminuya la eficiencia de la infección y, 
sin embargo, aumente los efectos patológicos inducidos por HSV-1, podría ser debido a la 
inducción de una infección más controlada por parte del estrés oxidativo. Como se ha discutido 
anteriormente, la acumulación de vesículas autofágicas y de Aβ intracelular no es dependiente 
de la existencia de una infección productiva. En este sentido, la reducción de partículas virales 
infectivas causada por el estrés oxidativo retrasaría la lisis celular producida por el virus y, en 
consecuencia, se mantendrían los efectos negativos de la infección en la célula huésped durante 
más tiempo. Traducido a la situación in vivo, el estrés oxidativo asociado al envejecimiento, 
generaría en el cerebro un ambiente favorable para que la infección con HSV-1 afectara más 
profundamente a la acumulación de Aβ y a la funcionalidad del proceso autofágico, pudiendo 
contribuir de esta forma al desarrollo de la patogénesis de la EA. Estos resultados abren la 
posibilidad de una interacción entre el estrés oxidativo asociado al envejecimiento y la infección 
con HSV-1 y su posible participación en procesos de neurodegeneración.
En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo indican que HSV-1 induce una respuesta 
autofágica incompleta en células neuronales humanas. Existe un número creciente de evidencias 
que sugieren que la acumulación de autofagosomas, producto de una autofagia no funcional, 
contribuyen a la disfunción neuronal. De esta forma, la alteración del proceso autofágico 
inducido por HSV-1 podría, por tanto, participar en el desarrollo de procesos neurodegenerativos 
asociados a la infección. Además, HSV-1 también induce la acumulación del péptido Aβ en 
las vesículas autofágicas inducidas por la infección con HSV-1. Esta acumulación podría ser 
causada por el aumento de la actividad de la γ-secretasa, la inhibición de la secreción del péptido 
Aβ y el fallo en la degradación autofágica del mismo, probablemente debido a un defecto en la 
fusión de las vesículas autofágicas y los lisosomas. Evidencias procedentes de nuestro trabajo 
y de otros estudios muestran que la infección con HSV-1 es capaz de reproducir los aspectos 
patológicos más importantes relacionados con la neurodegeneración característica de la EA: 
la hiperfosforilación de tau, el incremento de los niveles del péptido Aβ intracelular y una 
masiva acumulación de autofagosomas como consecuencia de una alteración en la ejecución 
del proceso autofágico. Finalmente, HSV-1 interacciona con el estrés oxidativo, otro factor 
asociado al envejecimiento, potenciando estos procesos patológicos. Todos estos resultados 







El trabajo experimental realizado en esta tesis ha permitido obtener las siguientes 
conclusiones:
1. La infección con HSV-1 induce la acumulación de la especie asociada a autofagia de LC3, 
LC3-II, y su movilización a vesículas autofágicas de una forma dependiente del tiempo y dosis 
viral. Estos efectos son específicos de la infección ya que son revertidos por el inhibidor de la 
entrada viral heparina. Sin embargo la acumulación de vesículas autofágicas es independiente 
de la replicación de HSV-1 y, por tanto, no es necesaria una infección productiva aunque si 
requiere la síntesis de proteínas virales. 
2. Los datos obtenidos a partir del análisis del flujo autofágico en células infectadas indican 
que HSV-1 causa un fallo en la fusión de los autofagosomas con los lisosomas que son el 
orgánulo destino de la vía autofágica. De esta forma, la acumulación masiva de autofagosomas 
inducida por la infección con HSV-1 no es producto de una activación de la autofagia sino de 
una inhibición del flujo autofágico. 
3. La infección con HSV-1 afecta profundamente al metabolismo de la proteína APP. HSV-1 
induce la acumulación intracelular de las dos isoformas principales del péptido Aβ, la inhibición 
de la secreción de Aβ y la disminución de los niveles de los fragmentos proteolíticos α-CTF y 
sAPPα resultantes del procesamiento no amiloidogénico de la proteína APP. Además HSV-1 
inhibe significativamente la actividad de la enzima α-secretasa. Todos estos datos indican que 
HSV-1 favorece la actividad de la vía de procesamiento amiloidogénico de APP.
4. La acumulación intracelular del péptido Aβ es un efecto específico de la infección ya 
que es revertida por el inhibidor de la entrada viral heparina. Además, la acumulación de Aβ 
requiere la síntesis de proteínas virales pero no una infección productiva.
5. La infección con HSV-1 afecta de forma diferencial a las dos enzimas responsables de la 
generación del péptido Aβ induciendo un aumento de la actividad γ-secretasa sin modificar la 
actividad β-secretasa. El aumento de la actividad γ-secretasa unido a la inhibición de la secreción 
del péptido Aβ y al fallo en su eliminación causado por el bloqueo de la degradación autofágica 
inducidos por la infección, podrían ser los mecanismos implicados en la acumulación de Aβ 
intracelular provocada por HSV-1.
6. La colocalización del péptido Aβ, LC3-II y p62 en la misma estructura subcelular indica 
que Aβ se está acumulando en compartimentos autofágicos en células infectadas con HSV-1. 
Aunque se ha descrito que la autofagia es una vía implicada en la generación de Aβ, los resultados 
obtenidos con inhibidores de autofagia y de la función lisosomal descartan esta posibilidad. El 
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péptido Aβ podría ser señalizado para su degradación por la vía autofágica resultando en su 
acumulación como consecuencia de la inhibición de la ejecución de la autofagia causada por 
el virus. 
7. El estrés oxidativo inducido por el sistema generador de radicales libres xantina-xantina 
oxidasa afecta profundamente a los efectos producidos por la infección con HSV-1. Por una 
parte, disminuye fuertemente la eficiencia de infección por HSV-1 pero por otra, presenta 
un efecto aditivo con la infección causando una mayor acumulación de autofagosomas y de 
Aβ intracelular así como una mayor inhibición de la secreción de Aβ, sugiriendo un papel 
de la interacción entre estos dos factores en la aparición de los signos de neurodegeneración 
característica de la EA.
Conclusión final
Utilizando diferentes modelos celulares neuronales, HSV-1 es capaz de modificar 
profundamente distintos aspectos relacionados con la neurodegeneración y, en concreto, con la 
enfermedad de Alzheimer: i) HSV-1 induce una masiva acumulación de autofagosomas como 
consecuencia de un fallo en la ejecución del proceso autofágico ii) HSV-1 causa un aumento 
significativo de los niveles del péptido Aβ intracelular que se localiza en los compartimentos 
autofágicos así como una inhibición de la vía de procesamiento no amiloidogénico del APP y 
iii) HSV-1 interacciona con el EO, otro factor asociado al envejecimiento y a enfermedades 
neurodegenerativas, exacerbando estos procesos. Todos estos efectos producidos por la infección 
se relacionan con alteraciones características de los cerebros de enfermos de Alzheimer y otros 
procesos neurodegenerativos. Estas evidencias, unidas a las de otros autores, señalan al HSV-1 
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